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ONSOZ
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mesai arkadaglarima tesekkiir ederim.
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OZET

Geobacillus stearothermophilus AH22 SUSUNDAN LIPAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Arife Pinar EKINCI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Ana Bilim Dah
Doktora Tezi
Damsmani: Yrd. Do¢. Dr. Barbaros DINCER

Bu ¢alismada, yeni izole edilmis ve termofilik bir bakteri olan Geobacillus stearothermophilus
AH22 susundan endiistriyel bir enzim olan lipaz, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisi kullanilarak kismi olarak saflastirildi ve karakterize edildi. Lipaz enzimi %219.7
verimle 18.3 kat saflagtirilarak elde edildi. Kismi saflastirilmis lipaz enziminin molekiiler
agirlign SDS-PAGE kullanilarak yaklagik 26 kDa olarak belirlendi. Enzim p-nitrofenil asetat, p-
nitrofenil biitirat, p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat substratlar1 varliginda karakterize
edildi. Enzimin K, ve Vnus degerleri p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil biitirat, p- nitrofenil
oktaonat ve p- nitrofenil laurat substratlart varliginda Lineweaver-Burk egrisi yardimiyla
belirlendi. Enzimin K, degerleri sirasiyla 0.16, 0.02, 0.19 ve 0.55 mM olarak, Vyas degerleri ise
sirastyla 0.52 EU mg™, 1.03 EU mg™, 0.72 EU mg™ ve 0.15 EU mg™ olarak hesaplandi.
Enzimin kullanilan substratlar varliginda en yiiksek aktiviteyi 50 ile 60 °C” de ve pH 8 ile 9* da
gosterdigi tespit edildi. Enzimin 50 ile 60 °C arasinda termal kararliginin, +4 °C’ de pH 8.0-
10.0 araliginda ise pH karaliliginin oldukga iyi oldugu gozlendi. Lipaz aktivitesine bazi metal
tuzlarmin ve bilesiklerin etkisi incelendi. Enzim aktivitesini en fazla Hg** iyonunun inhibe ettigi
tespit edildi. Bununla birlikte orlistat, katesin, propil paraben, p-kumarik asit ve 3,4- dihidroksi
hidrosinamik asit inhibitorlerinin 1Csy degerleri sirasiyla 0.0085, 0.06, 0.5, 1.25 ve 1.7 mM
olarak belirlendi. Bu sonuglar, Geobacillus stearothermophilus AH22 lipazinin 1s1l ve pH
kararlilign ve diger Ozellikleri acgisindan endiistriyel uygulamalar ig¢in oldukca elverisli

ozelliklere sahip oldugunu gdstermektedir.

2015, 125 sayfa
Anahtar  kelimeler:  Geobacillus stearothermophilus AH22, Lipaz, Saflastirma,

Karekterizasyon



ABSTRACT

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF LIPASE ENZYME FROM
Geobacillus stearothermophilus AH22 STRAIN

Arife Pmar EKINCI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Ph. D. Thesis
Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Barbaros DINCER

In this study, the lipase, as an industrial enzyme, was partially purified by ion exchange and gel
filtration column chromatographies and was characterised from Geobacillus stearothermophilus
AH22 strain. The lipase was purified 18.3-folds with 19.7% recovery. Protein samples obtained
from the purification steps were migrated on SDS-PAGE and molecular weight of enzyme was
found to be about 26 kDa. The lipase activity was determined by using p-nitrophenly acetate,
p-nitrophenly butyrate, p-nitrophenly octaonate and p-nitrophenly laurate as substrates. The K,
values of the enzyme for these substrates were found as 0.16, 0.02, 0.19 and 0.55 mM,
respectively. Also Vi values were found 0.52 EU mg*, 1.03 EU mg™, 0.72 EU mg ‘and 0.15
EU mg . The enzyme showed maximum activity at 50 °C and pH ranging for in 8.0-9.0. It was
observed that the enzyme was quite stable at pH range of 8.0-10.0 at +4 °C and thermal stability
between 50 and 60 °C. The effect of some metal salts and compounds were investigated on the
lipase activity. It was found that Hg*" is the best inhibitor for this enzyme activity. The
inhibitory effect of some chemicals including as orlistat, catechin, propyl paraben, p-coumaric
acid, 3,4-dihydroxy hydro cinnamic acid, PMSF was examined and their ICs, values was
calculated as 0.0085, 0.06, 0.5, 1.25, 1.7 and 1.6 mM, respectively. These results suggest that
Geobacillus stearothermophilus AH22 lipase presents very suitable proporties for industrial

applications.

2015, 125 pages

Keywords: Geobacillus stearothermophilus AH22, Lipase, Purification, Characterization
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1. GENEL BILGILER
1.1. Giris

Yasam, iyi sekilde organize olmus kimyasal reaksiyonlara dayanir. Bununla
beraber bu reaksiyonlarin pek ¢ogu yasami devam ettirecek kadar hizli ilerleyemez.
Bundan dolay1 canli organizmalarin dogal biyokatalizorleri olan enzimler fizyolojik
sartlarda kimyasal reaksiyonlarin hizini 10*°-10" kat artirmaktadirlar. Enzimler
cogunlukla; karbon, oksijen, hidrojen, azot ve kiikiirtten olusan, kimyasal tepkimelerde
katalizor olarak rol alan protein yapisinda molekiillerdir. Hiicre igerisinde meydana
gelen binlerce tepkimenin hizim1 ve 6zgiilliigiinii degisiklige ugratmadan diizenlerler.
Katalitik RNA molekiillerinin (ribozimler) kiigiik bir grubu harig, biitlin enzimler
protein yapisindadir. Enzimler, proteinlerin en biiyiikk ve en ¢ok 6zellesmis grubunu
teskil ederler. Enzimler, dogal ortamlari disinda yeterli kosullar saglandiginda dis
ortamlarda da etkilerini gosterebilirler ve bundan dolay1 pek ¢ok alanda enzimlerden
yararlanilabilmektedir. Bu nedenle enzimlerin yer aldiklari dokularin veya hiicre
kisimlarimin belirlenmesi, biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya g¢ikarilmasi, etki
mekanizmalarimin ve kinetik 6zelliklerinin tiim ayrintilariyla incelenmesi ve enzimlerin
saflagtirilarak elde edilmesi biliylilk 6nem tasimaktadir. Enzimlerin katalitik giicii

viriislerden insanlara kadar biitiin yasam formlarinin hayatini kolaylastirir.

Enzimler antik donemden beri peynirlerin, ekmeklerin ve alkollii ickilerin
iiretiminde ve etlerin yumusatilmasi gibi bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Giintimiizde de
enzimler halen pek ¢ok besin, alkollii igecek iiretiminde ve ¢amasir deterjanlari gibi
pekgok iriine katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Copeland, 2000). Giiniimiizde
endiistriyel teknolojilerin bircogunda ve genel olarak biyoteknolojik islemlerde
enzimlerin kullanim1 gittikce yayginlasmaktadir. Ancak maliyetleri ve elde
edilebilmelerindeki problemler gibi bazi dezavantajlarindan dolayr enzimlerin bazi
endiistriyel alanlarda uygulanmasi sinirli olmaktadir. Bu agidan protein miithendisligi ve
biyoteknolojik yontemlerle endiistrinin ihtiya¢c duydugu, bir biyolojik kaynaktan biiyiik
miktarlarda tretilebilen, yiliksek sicakliklara ve kullanilacagi endiistriyel uygulama
alanindaki ¢esitli kimyasal ortamlara dayanikli enzimlerin gelistirilmesi konusunda

oldukga carpict calismalar gergeklestirilmektedir.
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Bugiin yaklasik 4000 enzim tanimlanmis olup, bunlardan sadece 200 kadar1 ticari
olarak kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimler genellikle mikrobiyal orijinlidir.
Endiistriyel enzimlerin ¢ogunlugu (yaklasik %75°1) hidrolitik etkiye sahiptir.
Hidrolazlar, ¢ok genis substrat spesifikligi gosteren bir enzim sinifidir. Hidrolazlar
peptidleri, amidleri, esterleri ve trigliseritleri hidrolizlerler. Hidrolazlarin iki biyiik
smift olan lipazlar (EC 3.1.1.3, triagilgliserol hidrolazlar) ve esterazlar (EC 3.1.1.1,
karboksilester  hidrolazlar)  endiistriyel  potansiyeli  yiikksek  olan  Onemli
biyokatalizorlerdir. Bununla birlikte lipolitik enzimler (lipazlar ve esterazlar), hem
hidroliz hem de sentez reaksiyonlarini katalizlerler (Sharma vd., 2001b). Lipazlara
biyoteknoloji ¢alismalarinda ¢ok amagli kullanilabilirlikleri, spesifikligin olmadigi
kimyasal proseslere spesifiklik kazandirmalari, yan reaksiyonlar1 Onlemeleri ve
reaksiyon {iriinlerinin ayrilmasiyla ilgili problemleri kolaylastirmalar1 gibi bir¢ok

ozellikleri nedeniyle her gecen giin artan bir ilgi ve talep vardir.

Lipazlar veya triagilgliserol agilhidrolazlar (E.C. 3.1.1.3) fiziksel ve endiistriyel
acidan Onem uzun zincirli triagilgliseitlerin (10 C’lu <) sulu fazla organik faz
araylziinde; diagilgliseritlere, monoagilgliseritlere, gliserol ve yag asitlere
parcalanmasini katalizleyen ve bircok yerde bulunan enzimlerdir (Thomson vd., 1999;
Verger, 1997; Brockman vd., 1988). Lipazlarin diisiik su konsantrasyonunda hem ester
sentezini hem de transesterifikasyon reaksiyonunu katalizleyen tersinir bir 6zelligi
oldugu ¢ok iyi bilinmektedir (Gupta vd., 2004; Saxena vd., 1999). Son yillarda lipaz
aracilt ester sentezi ¢ok cesitli ve degerli bilesiklerde oldugu gibi birgok bilim adami
tarafindan inceleme altindadir. Trigliseritler, fosfolipitler, galaktolipitler, kiitin, vakslar,
kisa zincirli esterler ve steroidler gibi bilesiklerin enerji kaynagi olarak, membran
bileseni, emiilgator, kivamlastirici ve koruyucu tatlandiric1 olarak bir¢cok fonksiyonu
vardir. Karboksilik esterlerin  fonksiyonel 6zellikleri direk olarak hidrokarbon
omurgasinin uzunlugu ile ilgilidir. Bundan dolayi, kisa-orta zincirli karboksilik
esterlerin ve alkol kisimlarin gida endiistrisinde aroma ve tatlandirici olarak uygun bir
rolleri vardir. Diger taraftan, uzun zincirli yag asitlerinin metil veya etil esterleri dizel-
motor yakitlar1 gibi fonksiyonu olan degerli oleo kimyasal tiirlerin olusmasini saglarlar.
Uzun zincirli karboksilik esterlerin ve alkol kisimlarinin(tipik olarak vakslar)
kozmetikte ve ilag formiilasyonunda katki maddesi ve yaglayic1 olarak kullanimi

mevcuttur. Lipazlarin sentetik hidrolitik reaksiyonu Sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 1. Lipazlarin genel sentetik hidroliz reaksiyonu

Lipazlarin misel, kiiciik kiimeler veya emdiilsiyon seklindeki ¢éziinmeyen uzun
zincirli yag asidi esterlerinin hidrolizini katalizleyebilmesi onlar1 diger ¢dziinmeyen
esterlere tercihen ¢oziinlir esterlerin hidrolizini katalizleyen esterazlardan ayirir
(Macrae, 1983). Lipazlar dogal substratlar1 haricinde enantiyo ve bolgesel secici olarak
biiyliik oranda da dogal olan ve olmayan esterlerin sentezini de katalizlemektedirler
(Schmidt-Dannert, 1999). Lipazlar triagil gliserol molekiiliine rastgele olarak veya
pozisyona bagli olarak etki edebilirler (Marangoni ve Rousseau, 1995). Spesifik
olmayan lipazlar triagilgliserolleri biitiin pozisyonlarda sinirli sayida katalizlerler. Diger
yandan, bolgesel segici lipazlar (6rnegin 1,3-spesifik lipazlar) endiistriyel
uygulamalarda 6rnegin yapisal yaglarin liretiminde tek fonksiyonel 6zelligi ile biiyiik
bir potansiyele sahiptir (Sonnet ve Gazzillo, 1991). Bolgesel secici lipazlar kimya, ilac,
kozmetik ve deri endistrisinde biiylik yere sahiptir (lwai ve Tsujisaka, 1984).
Enzimlerin 0Ozellikle de lipazlarin hidrolitik veya sentetik kiral katalizorii olarak
kullanilmasinda ilging bir artis gézlenmektedir (Hou ve Johnston, 1992). Enantiyo
secici lipazlar cesitli kiral bilesiklerin biyosentezi i¢in kullanilabilirler (Qian ve Xu,
2004; Kim vd., 2002; Shen vd., 2000). Ornegin Patel vd. (1996) lipazlari; antikanser ve
diger kemoterapik ajanlar ic¢in kullanilan kiral ara maddelerin sentezinde

kullanmislardir.

Lipazlarin yaglarin modifikasyonunda veya uyarlanmasinda yararli oldugu
kamtlanmistir. Ornegin bir kakao yagi esdegeri palmiye yaginin orta fraksiyonu lipaz
katalizli interesterifikasyon ile sentezlenebilirken (Mojovic vd., 1993), hodan yaginin A-
linolenik asit icerigi bir lipaz katalizli reaksiyonla sonucu zenginlestirilebilir (Huang

vd., 1997). Gida endiistrisi sektoriinde lipazlar amino asitlerin tiirevlerinin sentezinde
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kullanilmaktadir. Bu gibi yeni ve potansiyel uygulamalar mikroorganizmalardan elde

edilen yeni lipazlara olan talebi artirmaktadir.

Lipazlar susuz organik ¢oziiciilerde de aktivite gostermektedirler. Bu 6zellikleri
lipazlarin daha c¢ok organik sentezlerde biyokatalizor olarak kullanilmalarina olanak
saglamaktadir. Lipazlar, normal hidrolitik etkileri organik ortama az miktarda su ilavesi
ile kontrol edilerek, esterlesme ve interesterlesme reaksiyonlarinda etkili bir katalizor
olarak kullanilmaktadir (Klibanov, 1990; Margolin, 1993; Vulfson, 1994; Balkenhohl
vd., 1997). Lipazlar mikrosulu organik ortamlarda iki tip interesterlesme aktivitesi
gostermektedir. Birinci tip aktivite, yeni bir gliserit molekiilii olusturmak igin bir
trigliserit ile serbest yag asidlerinin asid yer degistirme reaksiyonlar1 ve transesterlesme
reaksiyonlar1 seklinde gerceklesir. ikinci tip reaksiyon ise iki farkli trigliseridden yeni
bir trigliserid elde edilmesidir (Mustranta vd., 1993). Biyotransformasyon
reaksiyonlarinin katalizorii olarak lipazlarin kullanilmasinin avantajlart olduk¢a genis
substratlara sahip olan lipazlarin stereosegicilige sahip, gevresel sicaklikta ve 1liman
reaksiyon kosullarinda yiiksek katalitik aktiviteye sahip olmasi seklinde siralanabilir.
Ayrica genel kimyasal yontemlerle elde edilmesi zor olan saf enantiomer ara iiriinlerin
sentezi mikrobiyal lipazlar ile miimkiin olabilmektedir (Balkenhohl vd.1997, Klibanov,
1990, Margolin, 1993, Vulfson, 1994 ).

Lipazlar kokenleri ve 6zellikleri agisindan oldukcga farkliliklar gostermektedirler.
Lipazlar mikroorganizmalar, bitki ve hayvanlardan elde edilebilirler. Lipazlar,
filogenetik agag¢-arke (hayvan, bitki ve mantarlar1 da i¢ine alan Gkaryatlarda ikinci bir
dallanma bolimii ile) ve bakterilerin 2 temel boliimiinii olusturan biitlin canh
organizmalarda bulunurlar (Olson vd., 1994). Lipolitik enzimler lipitlerin biyolojik
yikimi i¢in muhakkak gereklidir. Bu enzimler lipitlerin bir organizmadan digerine,
bitkiden hayvana veya hayvandan hayvana transferinde sindirim enzimi olarak is
goriirler. Bunlar organizma icinde, yaglarin enerji kaynag: olarak depolanmasinda ve
tasinmasinda, intraseliiler lipitlerin metabolizmasinda, ayrica biyolojik membranlarin
isleyisinde enstriimental olarak gorevlidirler. Okaryotlarda ise, lipazlar yaglarin
sindirimi, absorbsiyonu, yeniden olusmasi ve lipoproteinlerin metabolizmasi gibi lipit
metabolizmasinin ¢esitli asamalarinda yer alirlar. Genellikle enzimler siiriingenler ve

omurgasizlarin zehirlerinde ve hiicredis1 mikrobiyal enzimlerin arasinda oldugu gibi
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kendileriyle alakasi olmayan yerlerde de bulunabilirler (Brockerhoff ve Jenses, 1974).
Mikrobiyal lipazlarin yaygin olarak deterjan, gida, ekmek, aroma sanayisi, ester ve
amino asit tlirevlendirilmesi, biyomediasyon, sert yiizey temizleme, deri ve kagit
endiistrisi gibi bir ¢ok endiistriyel uygulamalar i¢in cazip olan enzimatik 6zellik ve

substrat spesifiklik cesitliligi vardir.

Lipazlar, genis bir substrat spektrumu oldugundan ekstrem sicaklik, pH ve
organik ¢oziicliilere kars1t yiiksek kararlilik  gostermesinden dolayr  6nemli
biyokatalizorler arasinda yer alir. Termofilik mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar
mezofilik mikroorganizmalardan elde edilen lipazlara gore daha termal kararliga
sahiptirler (Nawani ve Kaur 2000). Isil kararli enzimler olduk¢a yiiksek Ozgiinliige
sahiptirler ve bu sebeple bircok endiistriyel uygulama igin potansiyel olduklari
disiiniilmektedir. Bu tip enzimler yiyecek, ekmekgilik, kagit, deterjan, ilag, zehirli
atiklarin uzaklastirilmast ve yag sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tiir
enzimler termofilik mikroorganizmalardan elde edilebildigi gibi ¢abuk biiyiiyebilen
mezofil canlilara, rekombinant DNA teknolojisi yardimiyla klonlanarak da elde
edilmesi miimkiindiir (Haki ve Reakshit, 2003). Fakat termofilik organizmalar iizerinde
yapilan ¢alismalar sonucu bu organizmalardan elde edilen enzimlerim mezofilik
analoglarma gore daha kararli oldugu kesfedilmistir. Bu nedenle termofilik
bakterilerden enzim izolasyonuna, karakterizasyonuna ilgi giin gectikce giderek

artmaktadir.

Bu calismada, calisma materyali olarak kullanilan ve yeni bir termofilik bakteri
olan Geobacillus stearothermophilus AH22 Susu Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii arastirmacilari tarafindan Erzurum Ilica Ilge’si
kaplicalarindan  izole  edilmistir.  Calismanin  amact  olarak,  Geobacillus
stearothermophilus  AH22 Susundan Lipaz Enziminin  Saflastirilmasi  ve
Karakterizasyonu” ile tekstil, deterjan, kagit, ekmekgilik, kozmetik, ilag, deri sanayi gibi
bir¢ok alan i¢in biiyiik 6nem tasiyan sicakliga direncli enziminin bol ve ucuz bir sekilde
iiretilmesine olanak saglamak amaciyla, saflagtirilmasi ve biyokimyasal olarak

karakterize edilmesi hedeflenmistir.



Bu c¢alismadan elde edilecek sonuglardan sonra termofilik bakteriden elde
edilecek lipaz enziminin gelecekte endiistriyel uygulama imkani bulabilmesi timit
edilmektedir. Ayrica endiistriyel proseslerdeki ¢ogu kimyasal reaksiyonlarin yiiksek
sicakliklarda gerceklestigi diistiniildiigiinde termofilik bakterilerden, izole edilecek olan
lipaz enzimlerinin, bu tiirden proseslerde daha rahat uygulama alani bulabilecegi
agikardir. Ayrica petrol rezervlerinin smirli oldugu giiniimiizde, gelecegin yakiti
olabilecek biyodizel yakitlarin elde edilmesinde, bu tiirden bakterilerden izole edilen

lipazlarin yararl olabilecegi diisiiniilebilir.
1.2. Lipazlar ve Ozellikleri

Lipazlar (triagilgliserol agilhidrolazlar; EC.3.1.1.3) esterlerin hem sentezini hem
de hidrolizini katalizleyen hidrolitik enzimlerin 6nemlilerinden biridir (Sharma vd.,
2001a). Trigliseritlerin lipazlar tarafindan hidrolizi di- ve monoagilgliserit, gliserol ve
yag asitlerine kadar saglanabilir. Sinirli nemli ortamda sadece esterifikasyon ve
transesterifikasyon daha ayricaliklidir (Klibanov, 1997). Lipazlar; glikol ve mentollerin
esterifikasyon ve transesterifikasyonla bolge segici agillenmesi, kimyasal ve peptitlerin
sentezi ve diger cgesitli reaksiyonlar gibi faydali bir ¢ok reaksiyonun cesitli organik
¢oziiciiler igerisinde katalizlenmesini saglar (Cenia ve Palocci, 1997; Ducret vd., 1998;
Weber vd., 1999; Chowdary vd., 2001; Hamseveni vd., 2001; Kiyota vd., 2001; Zhang

vd., 2001). Tablo 1’de lipazlar tarafindan katalizlenen ¢esit reaksiyonlar dzetlenmistir.

Tablo 1. Lipazlarin katalizledigi gesitli reaksiyonlar (Houde vd., 2003)
R1COOR:2 + H20 Hidroliz R1COOH+R20H

Ri1COOH + R20H Esterifikasxog R1COOR:2 + H20

R1COOR2+ R3COOR4 1nteresteriﬁkasy01; R3COOR2+ R1COOR4

R1COOR2 + RsCOOH Asidoli_z' R3COOR2+ R1COOH

R1COOR2 + R30H Alkoliz | R1COOR3 + R20H

RiCOOR2+ RsNH2  Aminoliz R1CONHR3 + R20H
-




Katalizor olarak lipazlarin dogal reaksiyonu trigliseridin hidroliz reaksiyonudur.
Hidroliz sonucunda serbest yag asidi ve gliserol olusur (Macrae ve Hammond, 1985).
Lipazin katalizleme prosesi enzimin ¢oziiniir bir sekilde bulundugu yag asitlerinin
sudaki emiilsiiyonunda veya yagm su ya da tampon igerisindeki emiilsiyon
sistemlerinde meydana gelmektedir. Yag asitleri endiistride olduk¢a kullanilmakta fakat
dogal olarak ¢ok az miktarda bulunmaktadir. Yag asidi tiretmek icin zeytinyagi, palm
yag1, siit yagi ve kisa zincirli substratlarin hidrolizi lizerinde ¢alismalar bulunmaktadir

(Shiomori vd., 1996; Patel vd., 1996; Nini vd., 2001; Noor vd., 2003).

Esterifikasyon ileri ve geri reaksiyon arasinda dengede olan, reaksiyon
karisiminda bulunan su tarafindan kontrol edilen tersinir bir hidroliz siirecidir. Az sulu
ve susuz ortamlarda lipazlar alkol ve yag asitleri arasinda olusan ester baglarinin
bulundugu esterifikasyonlar1 igeren tersinir reaksiyonlart katalizlemede oldukca
etkilidir. Asit ve alkol iceren reaksiyon sistemlerinde, su olusturan ester
reaksiyonlarindaki reaksiyon bilesenleri ¢6zmek icin organik c¢oziicii eklenebilir.
Termodinamik dengeyi saglamak, siirekli ester {iretmek icin ortam suyun
uzaklagtirilmasi gerekir. Bu proses sayesinde ester terpen alkolu ve reaksiyon ortamina,
reaktantlar arasindaki duruma baglh olarak mono, di- veya tri- gliseritler gibi bilesikler
sentezlenebilir (Lee vd., 1998; Blanco vd., 2004; Hilal vd., 2006). Lipaz aracili
esterifikasyon kimyasal yontemler igerisinde alternatif olarak biiyiime gostermektedir.
Aslinda ester sentezi oda sicaklifinda ve basincinda gergeklesmesinin yaninda nétral pH
kaplarinda kesikli veya siirekli olarak da gerceklesebilir. Bu nedenle elde edilen iiriinler
nitelik agisindan alternatif kimyasallarla elde edilenlerden daha saftir. Clinkii kimyasal
katalizleme spesifik olmayan ve birkag genel {iriin verme egilimdedir. Lipazlarin
esterifikasyon reaksiyonlarinda kullanilmasindan dolay1 ¢ok ¢esitli kompleks
reaksiyonlar sonrasi yapilan ayirma islemlerine (Kimyasal prosesler i¢in bu durum sart)
olan ihtiya¢ azalir ve bdylelikle genel maliyet de azalmis olur. Ancak, genel olarak
lipazlar ve biyokatalizorlerin genis kullanimlarinin sakincalar1 klasik kimya ile
karsilagtirildiginda enzimin kendi dogasindakine nispeten diisiik stabilitesinin yan1 sira

yiiksek maliyeti de bulunabilir (Villeneuve vd., 2000).

Interesterifikasyon islemi ester ve acil donérleri arasindaki agil radikal degisimini

kapsamaktadir. Sayet agil donorii serbest yag asidi ise bu reaksiyon asidoliz olarak
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adlandirilir. Eger alkol ve asit arasinda ise alkolozis olarak adlandirilir (Macrae, 1983).
Interesterifikasyonla trigliserit iizerinde bagl olan yag asidi hidroliz olur ve
esterifikasyon islemi ile baska bir yag asidi ile yer degistirir (Macrae ve Hammond,
1985).

1.2.1.pH ve Sicaklik Kinetigi

Bakteriyal lipazlar pH 4.8 asidik bir optimum pH'ya sahip P. fluorescens SIK W1
lipaz1 hari¢ alkali veya noétral pH'da aktivite gosterirler. Ancak Bacillus
stearothermophilus SB-1, B.atrophaeus SB-2 ve B. licheniformis SB-3 suslarindan elde
edilen lipazlar pH 3-12 araliginda aktivite gosterir. Bakteriyal lipazlarin genellikle
optimum aktivite gosterdigi sicaklik 30-60 °C araligindadir. B. licheniformis MTCC-
10498 i¢in maksimum lipaz iiretimi pH 7.5’da (~0.4 EU/mL) gbzlenmistir (Bradoo vd.,
1999; Litthauer vd., 2002; Sharma vd., 2012). Ancak daha diisiik ve daha yiiksek
sicakliklarda optimum aktivite gosteren bakteriyal lipazlar da rapor edilmistir. Termal
kararlilik verileri yalnizca Bacillus, Chromobacterium, Pseudomonas ve Staphylococcu
tiirleri i¢in mevcuttur. Bacillus sp.’dan elde edilen bir enzimin termal kararliligi,
enzimin 70 °C'de 150 dak. inkiibasyondan sonra da aktivitesini korumasi etilen glikol,
sorbitol, gliserol, gibi stabilizatorlerin eklenmesi ile saglanmistir (Nawani ve Kaur,
2000).

1.2.2. Organik Coziilerde Kararhhg

Organik coziiciilerde lipazlarin kararliligi sentez reaksiyonalarinda arzulanan bir
durumdur. Mevecut literatiir gore genellikle lipazlarin bir ka¢ uyarilma ve inhibisyon
hari¢ organik ¢oziiciilerde kararli oldugu anlasiimaktadir. Ornegin; etanol ve metanol B.

thermocatenulatus ve AG-8 lipazinin aktivitesini artirmaktadir (Sharma vd., 2001a).
1.2.3.Metal Iyonlarimin EtkKisi

Metal iyonlar1 mikrobiyal enzim iiretimini ya uyarabilir ya da inhibe edebilir.
Metal katyonlar1 6zellikle de Ca?* enzimin yap1 ve fonksiyonunda 6nemli rol oynar ve

bazi lipazlarin tamamen kalsiyuma bagimlidir. Ca®* iyonlari enzimi aktive ederken Zn?*,
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Fe?*, Fe” iyonlar ise inhibe eder. Ca**, Fe?* ve Cd?* gibi iyon tuzlari immobilize
biyokatalizorlerin aktivitesini artiriken Mg2+, Mn2+, COZ+, Zn2+, AP* ve Na* tuzlan az

bir inhibisyon etkkisi gosterir (EI Khattabi vd., 2003; Kumar ve Kanwar, 2011).
1.2.4.Lipaz Inhibitorleri

Lipaz inhibitérleri lipazlarin yapisal ve mekanik ozellikleri ile ilgili ¢alismalarda
kullanilmaktadir. Lipaz inhibotorleri i¢in yapilan diger arastirmalar daha c¢ok
farmakolojik acidandir. Lipaz inhibitorleri obezite tedavisinde ve akne problemleri igin
ilag olarak kullanilir. Asagida genel inhibitorlerin agiklamasi mevcuttur. Daha agik bir
sekilde enzim inhibitdleri tersinir veya tersinir olmayan olarak siniflandirilir. Tersinir

inhibitorlerde spesifik ve spesifik olmayan tersinir inhibitorler olarak siniflandirilir.

Spesifik olmayan tersinir inhibitorlerde, bilesikler aktif bolgeye direk baglanmaz
fakat lipazin yapisini degistererek veya arayiizey spesifik olmayan inhibitor olarak
tanimlanarak lipaz aktivitesini inhibe ederler. Yiizey aktif maddeler, safra tuzlar1 ve
proteinler bu grup inhibitorlere girer. Ancak yiizey aktif maddeler ve safra tuzlar1 baz
durumlarda enzimi aktive edebilirler (Nagar vd., 2013).

Bazi kaynaklardan elde edilen lipazlarin ozellikleri Tablo 2’de verilmistir
(Whellcuright, 1991; Fadiloglu, 1996; Petersen vd., 2001).

Tablo 2. Farkli kaynaklardan elde edilen lipazlarin bazi biyokimyasal 6zellikleri.

Kaynak Spesifik pozisyonu pl  inhibitorler Aktivatorler
Domuz Pankreas: 1,3 Spesifik ca’*, sr*, Mg™ Zn”*, cu”, Hg*,
Versen, iyodin
PCMB
Phycomyces Nitens 59 Ag', Hg*" Pb*, Cu®*, Memeli safrast
KMnQO,, NBS
Aspergillu Niger 1,3 Spesifik 4,1 Ag', Iyodasetamit
Candida Rugosa Non-Spesifik 45 Hg*, Fe**, Ca®,
Mg,?*, Cu**, Co*
Candida Cylindracea Non-Spesifik 4,0
Humicola Lanuginosa 6,6 Co”, Ni**, Ccu®, K*, Ca*
Sn*, Hg?*




1.3. Lipaz Katalizli Reaksiyonlarin Mekanizmasi

Lipazlarin primer dizilislerindeki amino asit sayisi oldukca farkli olsa da tiim
lipazlarin ortak 6zelligi Ser-Asp/Glu-His katalitik ti¢liiden olusan bir katalitik bolge
tizerine insa edilmis olmasidir. Tiim lipazlarin 3 boyutlu yapisi yaygin bir sekil olan, her
iki bolgesi a- heliksler tarafindan sarilmig paralel 8-f tabakasindan olusan bolgede

bulunan, o/p katlamali hidrolazlardir (Sekil 2) (Kazlauskas, 1998).

Sekil 2. Dogal o/B hidrolaz katlanmas1 (Kazlauskas, 1998).

Uclii ve birgok oksianyon dengeleyici kalintilarinin lipazlarin aktif bolgesini
olusturdugu diistiniilmektedir. Aktif bolgeyi kapatan (flap ve kapak) bir helikal
segment; serin proteaz veya esterazlar gibi diger hidrolazlardan ayrilan Onemli
karakteristik ara yiizey lipazlarin aktivasyonundan sorumludur. Arastirmacilar lipazlarin
substrata baglanmadan Onceki ve sonraki X-ray yapisina dayali olarak lipazlarin
biyokimyasal doniisim reaksiyonlarina katilmadan oOnce aktive edildiklerini
diisiinmektedirler (Pleiss, 2000; Soumanou vd., 1999). Susuz bolge lipid ara yiizeyinde
¢cozlinmiis serbest lipaz kendi inaktif bolgesinde yer alir ve enzim molekiiliiniin bir
parcas1 aktif bolgeyi olusturur. Bununla birlikte enzim iki fazli bir su-yag ara yiizey
sistemiyle etkilesime girdigi zaman, kisa a- heliks sarmali (kapak) enzimin aktivasyonu
icin geriye dogru katlanir. Diger bir deyisle, subtratsiz durumda kapak kapanir ve enzim
inaktif olur, substrat oldugunda ise su—yag ara ylizeyi bulunur ve kapak ac¢ilir sonra

enzim aktif olur (Orru vd., 1999). Katalitik ti¢li (Ser-Asp-His) bir esterin hidrolizinin
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serin hidrolaz katalizleme mekanizmasinda gosterildigi gibi enzimin aktif bdlgesinde
asil kimyasal operatordiir (Sekil 2) (Gotor vd., 1991; Gotor, 1992; Estell, 1993;
Marangoni, 1995; Gotor, 2002).

Sekil 3. Mucor miehei lipazinin kapali (A) ve agik (B) formlarinin yapisi. Sar1 alanlar
katalitik ti¢liiyli temsil etmektedir. —Kapak yapisinin agilmasi ile (B) katalitik
bolgeye (sar1) erisilebilmektedir (Schmid ve Verger, 1998).

Glinlimiizde enzimlerin ii¢ boyutlu yapilari, ayrintili bir sekilde X-isinlart
kristalografisi ile goriintiilenebilmektedir. Humicola lanuginosa lipazinin kristal yapisi
Sekil 4 ‘de goriilmektedir. B-tabakali alt birimi mavi renkte, onu saran helezonik
sarmallar yesil renkte ve aktif serin kalintilar1 ile kapak kirmizi renkte gosterilmistir
(Kraulis, 1991; Lawson vd., 1994).
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Sekil 4. Humicola lanuginosa lipazinin ii¢ boyutlu yapisi (Kraulis, 1991; Lawson vd.,
1994).

Lipazlarin genel kataliz mekanizmasi 4 basamakta gerceklesir (Sekil 5).
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Sekil 5. Lipazlarin genel katalitik mekanizmasi
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1. Lipidin baglanmasi, niikleofilik serin bolgesinin komsu histidin tarafindan
aktivasyonu ve substratin karbonil karbon atomunun Ser O— ile niikleofilik atag:

2. Tetrahedral gecis ara triinii: iki peptidin NH gruplarinin etkilesimiyle O— stabilize
edilir. Histidin substratin alkol grubunun ayrilmasi igin bir proton verir.

3. Kovalent ara iiriin (enzim-a¢il kompleksi); Enzimin serin bolgesi ile esterlesmis
substratin asit bileseni, gelen su molekiilii komsu Histidin bolgesi ile aktive olur ve
sonugta hidroksil iyonu kovalent ara tirtindeki karbonil karbon atomuna niikleofilik atak
yapar.

4. Histidin bolgesi aktif serin bdlgesinin oksijen atomuna bir proton verir ve Serin ile

acil grubu arasindaki ester bagi kirilir, agil bilesigi serbest kalir.

1.4. Lipazlarm Katalitik Ozelliklerine Gore Simflandirilmasi

1.4.1. Substrat Spesifikligi

Bir substratin hidrolizi su-yag arayiizeyinde gergeklesir. Bu nedenle ester
baglarinin lipoliz hizi; reaksiyon karigimindaki substratin yiizey alaninin bir
fonksiyonudur. Ama her bir substratin yiizey bolgesi fizyolojik ve kimyasal 6zellikleri
farkli oldugundan birbirinden farklilik gosterir. Bu faktorlerden dolay: farkli mikrobiyal
lipaz kaynaklar1 farkli substrat spesifikligi gosterir. Genellikle, substrat spesifikligi;

pozisyonel, yag asidi ve kismi trigliserit spesifiklik olarak 3 gruba ayrilir.

1.4.1.1. Pozisyonel Spesifiklik

Trigliseritlerin hidrolizi digliseritler, monogliseritler, gliserol ve yag asitlerine
kadardir. Bolgesel spesifiklik acisindan temelde 2 gruba ayrililabilir. Birinci grup
spesifik olmayan, trigliseritlerin rastgele biitiin 3 bolgesindeki yag asitlerinin
ayrilmasidir. Ikinci grup ise 1,3 bolgesel spesifiklige sahiptir. Bu spesifiklik yag
asitlerinin trigiseritlerin 1 ve 3 pozisyonundaki yani digdaki bir yerden ayrilmasidir.
Yalnizca 1,3 pozisyonunundaki yag asidi 1,3 spesifik lipaz tarafindan bdliiniir. Sterik
engelden dolay1 ortadaki yani pozisyon 2 reaksiyon vermez. Eger lipazlar organik
coziiciilerde kullanilirsa bolge spesifikligi kaybedilmez. Bununla birlikte, rastgele acil

gruplarinin yer degistirmesiyle 2- monogliserit yag asidi gliserol molekiiliiniin 1 veya 3.

13



pozisyonuna yag asidinin yeri degistirilerek yeniden diizenleme gegirir. A¢il gruplarinin
yer degistirmesinin yavas bir islem olmasi ve uygun bir lipazinda gliserol 2-mono yag
asidi lzerine etki etmesinden dolayi, hidroliz yavaslar ve agcilin yer degistirmesi 1
ve/lveya 3. pozisyonunda gliseritle lipazin etkilesmesinin tamamlamasimni beklenir
(Saxena vd., 1999).

Genellikle, lipazin pozisyonel spesifikligi, reaksiyon karigiminda substrat olarak
triolein kullanilarak belirlenir. Hidroliz belirli bir siirede gergeklestirilir ve sonra iirtinler
n-hekzanla ekstrakte edilerek ince tabaka kromotografisiyle analiz edilir. Mobil fazla
(¢ozlicii sistem) beraber silikajel plaka lizerinde iyoda maruz birakilarak veya asit
plskiirtme ve 1sitma yoluyla hidroliz iirlinleri noktalar halinde goziikecektir.
Pseudomonas aeruginosa LST-03 (Ogino vd., 2000) ve BTID-B lipazin, Bacillus
thermoleovorans ID-1 (Lee vd. 2001)’den elde edilen lipazin gliserolin biitiin
bolgelerindeki ester baglarini pargaladigi goriilmektedir ve bolgeye spesifikligi yoktur.
Diger bakteriyel lipazlar 1,3 spesifiktir ve son iiriin olarak yag asitleri ve 2- monoolein
olusturular. Bacillus sp. THL027 (Dharmsthiti vd., 1999) B. stearothermophilus 3
zinciri ve B. licheniformis 3 zinciri ve B. subtilus bir zinciri ( Chen vd., 2004) lipazlar

1,3 pozisyonel spesifikligi gostermektedir.

1.4.1.2. Yag Asidi Spesifikligi

Yag asidi spesifikligini belirlemek i¢in monoasitler ve trigliseritler kullanilir.
Bazen sentetik gliseritlerin kullanilmas1 kati trigliseritlerin mikrobiyal lipazlar
tarafindan yavas hidrolizlenmesinden dolay1 problem olur (Sugira ve Isobe, 1974).
Streptomyces rimosus’dan elde edilen mikrobiyal lipazlarin yag asidi spesifikligi

degisen alkil zincir uzunluguna sahip alkilonat esterler kullanilarak ¢alisiimistir.

Yag esterleri hidrolizlemek i¢in mikrobiyal lipazlarin 6zelliklerinde bazi
farkliliklar vardir. Ornegin; en yiiksek hidroliz oranlari S. Rimosus lipazi tarafindan
enzimin tercih ettigi orta uzunluklu agil zincirlerinden pNP-kaprilat(Cg), pNP-
kaprat(Cio) ve pNP-laurat (Cio) ile elde edilmistir. Miristik ve palmitik asidin pNP-
esterleri olduk¢a iyi substratlardir. Fakat pNP-stearat oldukca yavas hidrolizlenir.

Abramic ve arkadaslar1 (1999) tarafindan kisa zincirli ester olan pNP-biitiratin
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saflagtirilmis enzimler igin iyi bir substrat oldugu rapor edilmistir. Sinchaikul vd. (2001)
tarafindan Bacillus stearothermophilus P1 lipazinin Cg ve Cy, arasindaki agil zinciri
uzunluguna sahip substratlar1 hidrolizledigi ve optimum aktiviteyi C19 pNP-kaprat ile
gosterdigi rapor edilmistir. Uzun zincirli substratlarda lipaz aktiviteleri Cg - Cyp igin
%70-100 arasi, C12” den Cig- € kadar %30 ve 50 iken kisa zincirli substratlarda (C,-Cg)
ise %30’dan daha azdir. Ayrica lipazlar Cg ve Cj, arasinda agil grubuna sahip
triagilgliserolleri hidrolizlediginde optimum aktivite Cg (trikaprilin)’de gozlenir ve

trilinolenin, trilinolein ve trioleinden daha da iyidir.

Kambourova vd. (2003) B. stearothermophilus MC 7 lipazinin 4 C’ludan 18C’lu
trigliseritlere karsit substrat spesifikliginin oldugunu ve en yiiksek aktivitenin de
tribiitirinde gergeklestigini ortaya koymuslardir. Bu enzim kisa zincirli yag asitlerini
uzun zincirli yag asitlerinden daha hizli hidrolizlemektedir. Bununla birlikte, enzim
zeytinyagini da (uzun zincirli yaga asitleri igeren) hidrolizleyebilmektedir. Diger
taraftan, Pseudomonas aeuginosa LST-03 lipazi da diger kullanilan trigliseritlerle
karsilastirildiginda en yiiksek aktiviteyi trikaproin(Cg)’ de gostermektedir (Ogino vd.,
2000). Cesitli uzunlukta karbon zincirlerine sahip metil esterler arasinda enzim en
yiiksek hidrolitik aktiviteyi metil oktaonata (Cg) karsi gostermektedir. Ayrica, uzun
zincirli dogal yaglardaki lipaz aktivitesi %55 ve %60°dir ve bunlar oleik asit igeren
zeytinyag1 ve rikinolein asit igeren kastor yagidir. Aktiviteler karsilastirildiginda en
yiiksek aktivite temel yag asidi laurik asit (Cjp) iceren Hindistan cevizi yaginda
gozlenmistir. En diisiik aktivite ise %12 ile eleostearik asit igeren tung yaginda

gozlenmistir.

1.4.1.3. Kismi Gliserit Spesifikligi

Lipazlarin diger bir spesifikligi mono ve digliseritlerdeki yag asitleriyle olan
aktivitesidir. Sakiyama ve arkadaslar1 (2001) Pseudomonas sp. LP7315 lipazinin biitiin
monogliseritlere kars1 hidrolitik aktivite gdsterdigi fakat bu aktivitenin monogliseritin
¢esidine bagli oldugunu rapor etmislerdir. En yiiksek aktivite monomiristinde
gozlemislerdir. Enzim zeytinyaginda bulunan di ve trigliseritleri hidrolizleyememistir.

Bu olgu Pseudomonas sp. LP7315 lipazinin monogliseritler i¢in tam bir spesifikligi
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oldugunu gosterir. Bacillus sp. H-257’den saflastirilan lipaz en yiiksek hidrolitik

aktiviteyi monolaurine kars1 gostermistir (Imamura ve Kitaure, 2000).

1.5. Lipazlarin Uygulama Alanlari

Lipazlar biyoteknolojinin degerli enzimleri arasinda ¢ok yonli kullanilan
Ozellikleri ve seri tiretim kolayligindan dolayr 6nemli bir yer teskil etmektedir (Hasan
vd., 2006). Enzimlerin genis substrat spesifikliginden dolay1 ticari 6nemi giderek
artmaktadir. Bu degerli biyokatalizorler diisiik kosullar altinda aktivite gdsterirler,
cesitli organik c¢oziicililerle yiiksek kararliliga sahiptitler ve kullanildiklarinda ¢ok az atik
olustururlar (Snellmann vd., 2002). Lipazlarin seckin karekteristik o6zelligi yag-su
araylizeyi i¢in olan ilgisidir. Enzimin yiizey aktivitesi enzimin hidrofobik substratlarla
verdigi kataliz reaksiyonun durumunu belirlemek i¢in énemlidir. Ciinkii enzim yag-su
araylizeyinde kalabalik baska proteinlerle yarismak zorundadir. Trigliseritlerin
hidrolizinin katalizlenmesinde, lipazlar zincir uzunlugu ve acil gruplarindaki cifte bag

durumuna gore, ayrica da regio ve/veya stereo segicilik baglaminda segici olarak

bilinirler (Osterberg vd., 1989).

Lipazlar 6zellikle de mikrobiyel kokenli olanlar, ticari uygulamalarda biiyiik bir
yere sahiptir. Ornegin; gida katk1 maddelerinin {iretimi (aroma degisikligi), atik sularin
islenmesi (bilesenlerin ayristirillmast  ve uzaklastirilmasi), kozmetik (lipitlerin
uzaklastirilmasi), ila¢ (yiyeceklerdeki kati ve sivi yaglarin sindirimi), deri sanayisi
(hayvan derisindeki lipitlerin uzaklastirilmasi) ve medikal triinler (kan trigliserit
tahlili) ticari uygulamalarindan bazilaridir (Kamini vd., 2000). Lipazlar yagl atiklarin
ve poliiiretanlarin indirgenmesini hizlandirmak i¢in de kullanilmaktadir (Takamoto vd.,
2001). Mikrobiyal lipazlarin genel uygulama alanlari ve etkileme sekli Tablo 3° de

Ozetlenmistir.
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Tablo 3. Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalari: (Vulfson, 1994).

Sanayi Alam

Etkileme Sekli

Amag veya liriin

Deterjanlar

Yaglarin Hidrolizi

Kumaslardan yag lekelerinim uzaklastiriimasi

Gilinlik Gidalar ~ Siit yaginin hidroliz, peynirin Siitte, peynir ve tereyagindaki tatlandirici
olgunlastirilmasi, tereyaginin etkenlerin gelistirilmesi,
modifikasyonu

Firincilik Tat gelistirilmesi Raf 6mriinii uzatma

Icecekler Aroma artirict

Gida soslari Kalite artirmak Mayonez , sos

Saglikli gidalar ~ Transesterifikasyon

Et ve Balik Tat gelistirilmesi Et ve balik tirinlerinden yaglarin

uzaklagtirilmasi

Kat1 ve Transesterifikasyon, hidroliz Kakao yag1, margarin, yag asitleri, gliserol,

stviyaglar mono- ve digliseritler

Kimyasallar Enantiyo segicilik, sentez Kiral yapitaslari, kimyasallar

Ilaglar Transesterifikasyon, hidroliz Yaglara 6zel hazm kolaytiricilar

Kozmetik Sentez Emiilsifiyer, nemlendirici

Deri Hidroliz Deri iirtinleri

Kagit Hidroliz Kagit kalitesini ertirmak

Temizleme Hidroliz Yaglarin uzaklastilmasi

Bu genis uygulamalardan dolay1, arzu edilen 6zelliklere sahip lipazlarin iiretimi
icin yeni mikroorganizmalar taranmalidir. Yapt fonksiyon iligkilerinin anlasiimasi
aragtirmacilara yeni lipazlarin biyoteknolojik uygulamalara uyarlanmasi i¢in olanak

saglayacaktir (Jaeger vd., 1999; Patil vd., 2011).

1.5.1. Lipazlarin Deterjan Endiistrisinde Kullanim

Hidrolitik lipazlarin baslica ticari uygulamasini toplam lipaz satisinin yaklasik %
32’si olan ¢amasir deterjanlarinda kullanilmasi olusturmaktadir. Termal kararlilik ve
alkali ortamlarda aktiviteyi siirdiirmek icin deterjanlarin formulasyonlarinda lipaz
kullanilmas: gerekmektedir. Lipazlar yaglar1 hidrolizleyebildigi i¢in ¢amasir deterjani
endiistrisinde ve ev deterjanlarinda katki maddesi olarak umut verici uygulamalara

sahiptir. Lipazlar deterjanlarda bazi kosullarin1 saglamak icin 6zellikle se¢ilmislerdir:

1) Diisiik substrat spesifikligi; cesitli bilesenlerin yaglarinin  hidrolizlenmesini
gerceklestirmesi.

2) Sert yikama ortamlarinda yikama yapabilme 6zelligi (pH 10-11, 30-60 °C)

3) Cogu deterjanlarin igeriginde bulunan zararli yiizey aktif maddelere ve enzimlere

dayanabilme 6zelligi.
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Novo Nordisk ilk ticari rekombinant lipaz olan “LIPOLAZ™1 1994 yilinda
Thermomyces lanuginosus mantarinada izole etmistir ve Aspergillus oryzae’e ekspre
yapmustir. Bunu takip eden yillarda, Hindistan Anna Universitesi AU-KBC Arastirma
Merkezi Yasam Bilimleri tarafindan P. alcaligenes’den elde edilen “Lipomax” isimli ve
Pseudomonas mendocina’dan elde edilen “Lumafast” isimli 2 bakteriyel lipaz ortaya
konuldu (Jeager ve Reetz, 1998). Gerritse vd. (1998)’ nin raporuna gore P.alcaligenes
M-1°den iiretilen bir alkali lipaz modern yilkama makinelerinde yag Ilekelerinin
cikarilmast i¢in uygun oldugu goriilmiistir. Protein miihendisligi ve ¢esitli
kaynaklardan taranan kombinasyonun istenilen &zellikleri ile elde edilen lipazlarin
degerli birer ara¢ oldugu gosterilmistir (Yeoh vd., 1986; Wang vd., 1995; Kazlauskas ve
Bornscheue, 1998; Cardenas vd., 2001).

Trigliseritlerin kimyasal kullanim alanlarindan birisi sabun iiretimidir. Bugiin i¢in
tercih edilen kimyasal yontemde sabun iiretimi, yagin igeriginden bagimsiz olarak 100
°C’ de birkag dakika i¢inde yiiksek verimde gerceklesmekte, enerji tiiketim dongiisii ile
en aza indirgenmektedir. Bu siire¢ kullanilarak yilda yaklasik 2 milyon ton sabun
iretilmektedir. Japonya'da Miyoshi Yushi fabrikasinda sabun iiretimi, Candida rugosa
lipaz1 kullanilarak kati ve sivi yaglarin hidroliz edilmesiyle gergeklestirilmektedir
(Schmid vd., 1998).

1.5.2. Lipazlarin Gida Endiistrisinde Kullanimi

Lipazlar substrat spesifikligi, stereo spesifiklik, bolgesel secicilik ve fazlar
arasinda suda ¢Oziinen ve c¢oziinmeyen sistemlerde heterojen kisimlarda
katalizleyebilme 6zelligi gibi milkkemmel karekteristik 6zelliklere sahiptir (Sharma vd.
2002). Esterler gida endiistrisinde aroma ve tatlandirici bilesenlerinde 6nemli rol oynar
(Gandhi vd., 1995; Pandey vd., 1999). Yag asidinin gliserol iskeletindeki pozisyonu,
yag asidi zincirinin uzunlugu ve doymamislik derecesi bir trigliseritin besinde istenen
ve duyusal degerlerinin fiziksel 6zelliklerini belirlemede ¢ok dnemlidir. Kakao yaginin
yerine daha istenen ve nispeten de daha ucuz kat1 yaglarin yiikseltgenmesi lipaz katalizli
transesterifikasyon reaksiyonuyla palm yagindaki palmitik asidin yerine stearik asidin
gecmesiyle gerceklestirilmektedir (Undurraga vd., 2001). Siit sekerleme endiistrilerinde

lipazlar siit yagini hidrolizleyerek siit iirlinleri, 6zellikle de farkli uzunlukta karbon
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zincirine sahip serbest yag asitlerinin bir sonucu olarak spesifik aromali peynirler elde
etmek i¢in kullanilir. Ayrica lipazlar firincilikta ve iceceklerde ozellikle lezzeti artirmak

i¢in ¢okc¢a kullanilir (Kazlauskas ve Bornscheuer, 1998).

1.5.3. Lipazlarin Kagit Endiistrisinde Kullanimi

Lipazlar kagit iiretimi esnasinda seliilazlar ve ligninazlarla beraber kullanilir.
Kagit hamurunun lipazla muamelesi verimliligin artirtlmasi1 ve kurutma silindirlerinin
daha az siklikla temizlenmesi, kalitenin yiiksek ve siirekli olmasma Onciilik eder
(Bjorkling vd., 1991). Lipazlar kagit yapimi boyunca kagit hamurundan ziftin (agacin
hidrofobik bilesenleri) uzaklastirilmas: i¢in kullanilir. Japonya’daki Nippon sanayisi
trigliseritlerin  %90’11 hidrolizlemek i¢in fungal bir lipaz olan Candiga rugosa
kullanarak zift kontrol metodu gelistirmislerdir (Jeager ve Reetz, 1998; Sharma vd.,
2001a).

1.5.4. Lipazlarin Biyodizel Uretiminde Kullanim

Biyodizel (yag asidi metil/etil esterleri) trigliseritlerden etanol/metanolle
transesterifikasyon yaparak tiiretilmis, son on yilda yenilenebilir-doniistiiriilebilir olmas1
ve toksik olmamasi ile ilgili onemli derecede gdze garpan bir yakittir. Biyodizel yakit
tiretiminde lipaz kullanarak enzimatik transesterifikasyon yapilmasi ¢ok daha etkilidir.
Ciinkii gliserol kolay geri kazanilabilen bir {iriin oldugu i¢in yag asidi metil esterlerinin
saflastirilmast kolaylikla miimkiindiir. Saflastirma gerektirmeyen, biyokiitle tasiyici
partikiilleri i¢inde immobilize edilmis tam hiicre biyokatalizérlerinin kullanilmasi

tiretim maliyetini dnemli 6l¢iide diisiirmektedir (Fukuda vd., 2001; Hsu vd., 2002;).

1.5.5.Lipazlarin Ham Yag Rafinasyonunda Kullanimi

Fosfolipaz A, (Pyrococcus horikashii arkelerinden elde edilen) ham yag
rafinasyonunda kullanilmaktadir (Yan vd., 2000). Enzimin optimum sicaklign 95 °C,
optimum pH’ s1 7’ dir. Fosfolipaz A; yag rafinasyonu igin atik su problemlerini ve
maliyet artisin1 azaltan daha iyi bir etkendir (Klaus, 1998). Termofiliklerden elde edilen

lipazlarin 6nemi, endiistriyel proseslerde termal kararliligt ve kimyasal denaturasyon
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direncinden dolayr giderek artmaktadir (Lee vd., 1999). Dogal olarak kararl
biyokatalizorler ¢ok kiymetli ve bdylece de yeni potansiyel organizmalarin sistematik
taramasi i¢in gereklidir. Alternatif olarak, sahaya mutagenezle dahil edilmis molekiiler
klonlama, arzu edilen Ozelliklere sahip rekombinant enzimler elde etmek igin

yapilmaktadir (Lllonesi, 1999).

1.5.6. Lipazlarin Organik Madde Sentezinde Kullanimi

Lipazlar organik kimyasallarin sentezinde giderek daha da ¢ok kullanilmaktadir.
Lipazlar, “kemo”, “regio” ve “stereo segici” transformasyon reaksiyonlarinin bir¢ok
cesidini katalize edebilirler. Organik kimyada katalizor olarak kullanilan lipazlarin
¢ogunlugu mikrobiyal kaynaklidir. Bu enzimler hidrofilik-lipofilik ara yilizde ¢aligirlar

ve reaksiyon karisimindaki organik ¢oziiciilere tolerans gosterirler (Sharma vd., 2001a).

Lipazlar, su-yag ara yiizeyinde suya karismayan trigliseritlerin hidrolizini
katalizlerler. Belirli kosullar altinda reaksiyon karigimindaki su miktari, lipaz tarafindan
katalize edilen reaksiyonun yoniinii belirler. Suyun ¢ok az miktarda oldugu ya da hig
olmadigr zamanlarda, yalnizca esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlari
meydana gelirken su igeriginin yiiksek oldugu kosullarda hidroliz reaksiyonlari olusur
(Sharma vd., 2001a).

1.5.7. Lipazlarin Sulu Ortamda Olusan Biyolojik Doniisiimde Kullanim

Ester hidrolizi, iki-fazli su ortaminda lipazlar araciligt ile gerceklestirilmektedir.
Pseudomonas cepacia’dan. elde edilen lipazin, n-heptanda bulunan p-nitrofenil
palmitati (p-NPP) hidroliz ettigi rapor edilmistir. Ayrica cesitli transformasyon
reaksiyonlar i¢in hidrofobik sol-jel matriks igine tespit edilmis lipazlar kullanilmigtir
(Sharma vd., 2001a).

Lipazlarin enantiyo seciciligini arttirmak tlizere, cesitli mutagenez c¢alismalari
yapilmaktadir. Ornegin, bir kiral esterin hidrolizini katalize eden lipazin enantiyo
seciciligi, dort mutasyon dongiisii sonucunda %2' den %81' e kadar arttirilabilmistir.

Candida parapsilosis’ten elde edilen lipaz-agil transferaz, bir yag asidi olan
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hidroksiamik asidin tek fazli sivi/sulu ortamdaki biyosentezini katalize eder. Reaksiyon
substratlari, yag asidi ya da yag asidi metil esteri gibi acil vericileri ve hidroksilamindir.
Verici bir esterden, hidroksilamine agil grubu transferi, serbest yag asitlerinin
reaksiyonuna benzer sekilde kataliz edilmistir. Bu 6zellik, Candida parapsilosis lipazini
sulu ortamda yaglarin dogrudan biyolojik donilisimii i¢in segilen bir enzim haline
getirmistir. Ote yandan, Burkholderia sp’ den elde edilen ve bir ester olan t-
biitiloktonat1 (TBO) hidrolize edebilen yeni bir lipaz bulunmustur. Bu lipazin sahip
oldugu hidroliz yeteneginin, diger ticari lipazlara oranla 100 kez daha fazla oldugu

dogrulanmistir (Sharma vd., 2001a).

1.5.8. Lipazlarin Rasemik Asit ve Alkol Cozeltilerinde Kullanimi

Stereo segici Ozelliklerinden dolayr lipazlar, birbiriyle karismayan tek fazli
sistemlerde ¢esitli rasemik organik asit karisimlarini ¢6zmek igin kullanilmaktadir.
Rasemik alkoller ayn1 zamanda, lipazlarin kataliz ettigi transesterifikasyon reaksiyonlar1

ile olusturulan saf enantiyomerler i¢inde de ¢6ziilebilirler.

Bagka bir ¢alismada Candida rugosa’ dan elde edilen ham ve saflastirilmig
lipazlarin, ¢ok az hidrate olmus hidrofobik organik ¢oziiciide ve tamamen susuz organik
¢oziicliler igindeki davramisi karsilastirilmistir. Saflagtirilmig lipazin, kuru n-heptan
icindeki aktivitesi, saf olmayan lipaza gore nispeten daha diisliktliir. Buna karsin su
konsantrasyonunun ¢ok diisiik oldugu kosullarda n-biitanollii rasemik 2-(4- lorofenoksi)

propanoik asitin esterifikasyonunda, yalnizca saf enzim aktivite gostermistir.

Mikroorganizmalar ve enzimlerin 6zellikle rasemik karigimlart sonlandirmak igin
kullanish olduklar1 kanitlanmistir. Boylece saf (S)-ibuprofen, lipazin katalize ettigi
hidroliz ya da esterifikasyon reaksiyonu araciligiyla elde edilmistir. Benzer bir sekilde
2-fenoksipropanol; Pseudomonas sp. lipazt kullanilarak ve enantiyo segici
transesterifikasyon reaksiyonu yoluyla kendi enantiyomerleri iginde ¢Oziilmiistiir
(Sharma vd., 2001a).
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1.5.9. Lipazlarin Bolge Secici Acilasyonda Kullanim

Lipazlar bazi steroidleri, seker ve seker tiirevlerini yiiksek bir bolge seciciligi ile
agillerler. Monoacillenmis sekerler, trietil karboksilatlar ve ¢esitli monosakkaritlerden,
susuz piridin i¢inde tretilirler. Aspergillus niger’den elde edilen lipazin, bir agilasyon
reaksiyonunun aksine, preagillenmis metil p-D-glikopiranozitin, bdlge secici

deagilasyonunu katalizledigi saptanmistir (Sharma vd., 2001a).

1.5.10. Lipazlarin Ester Sentezinde Kullanimi

Lipazlar esterlerin sentezinde etkin katalizorler olarak kullanilmaktadir. Kisa
zincirli yag asitlerinden elde edilen esterler, gida endiistrisinde tatlandirict ve lezzet
arttiric1 olarak, uzun zincirli yag asitlerinin metil ve etil esterleri ise, dizel yakitlari
zenginlestirmede kullanilmaktadir. Literatirde Candida antarctica’ dan elde edilen
lipaz ile hekzan icinde gerceklestirilen, alkol ve laktik asit esterifikasyon ¢alismalar1 yer

almaktadir (Sharma vd., 2001a).

1.5.11. Lipazlarin Oleokimya Endiistrisinde Kullanimi

Mevcut oleokimyasal endiistri sektoriinde karisik substratlar1 kullanarak cesitli
reaksiyonlar1 (hidroliz, alkololizis ve gliserolizis gibi) baslatmak i¢in immobilize
lipazlarin kullanilmast gerekmektedir. Boylece, immobilize enzimlerin kullanilmasi
verimlilik gibi siireclerin siirekli olmasini da saglar. Bu durum yaglarin basarili bir
sekilde ayirma yada modifikasyonu i¢in biiylik termal enerji kullanmamanin yaninda
onemli pahali ekipmanlar olmadan da yapilabilecegi i¢cin umut vericidir. Oleo kimya
endiistrisinde lipaz kullanilmasimin hidroliz, gliserolizis ve alkololizis sirasinda termal
bozulmay1 en aza indirdigemesi ve enerji tasarrufu saglamasi agisindan énemi biiyiiktiir
(Sharma vd., 2001a).

1.5.12. Lipazlarin Biyosensorler Olarak Kullanimi

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir sensorii bulunan ve bir

fizikokimyasal ¢evirici ile birlestirilmis analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Bir
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biyosensoriin amaci, analiz edilecek madde miktar1 ile orantili olarak siirekli sayisal
elektrik sinyali tiretmektir. Biyosensorler; dogada biyolojik, kimyasal, biyokimyasal ve
elektronik bilesenlerden olusur. Biyosensorlerin bilesenleri arasinda; enzimler,
antikorlar, proteinler, hiicreler, hiicre oziitleri, immobilize ya da bagl konumda uygun
sinyal reticileri yer alabilir. Kati ve sivi yag endiistrisinde, gida teknolojisinde ve
klinik uygulamalarda, triagilgliserol miktarinin belirlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Analiz ic¢in kullanilan kimyasal yontemler pahali ve zaman alan tekniklerdir. Son
zamanlarda mikrobiyal lipazlarin biyosensor olarak kullanimi umut verici bir gelisme
olarak goriilmektedir. Lipazlarin 6nemli analitik kullanimlarindan biri lipit miktarinin
Klinik amagh olarak belirlenmesidir. Temel prensip lipaz kullanarak triagilgliserilden
gliserol olusturmak ve serbest gliserol veya alternatif olarak da esterlesmemis yag asidi
miktarmi kimyasal ve enzimatik yontemlerle belirlemektir. Spesifik olmayan lipazlar
ozellikle de C. rugosa’ dan elde edilmis yiiksek spesifik aktiviteye sahip lipaz gliseroliin
kisa stirede serbest kalmasimi saglamak igin segilmistir. DNA iginde biyo tanima
grubuna optik olarak baglanan C. rugosa lipaz biyosensorii bir prob olarak

gelistirilmistir.

Biyosensor bileseni olarak lipazlar tiptaki uygulamalarin yani sira, gida ve icecek
endiistrisinde, kirlilik ve pestisit kalintilarinin analizinde de kullanilirlar (Pandey vd.,
1999).

1.5.13. Lipazlarin Pestisit Uretiminde Kullanim

Lipazlarin kullanimi, maliyeti ve c¢evresel kirlenmeyi azaltma potansiyeli
tasidigindan, kimyasal madde {ireticileri, bu enzimlerden pestisit liretimi ve ¢esitli yeni
tirtinlerin/siireglerin gelistirilmesi i¢in yararlanma g¢abasina girmislerdir. Aktivitesini
uzun siire koruyan immobilize lipaz formlariin kullanilmas1 maliyeti de diistirmektedir.
Son zamanlarda, lipaz uygulamalar1 ile iiretilen ¢esitli pestisitler (insektisitler,
herbisitler, fungisitler ve onlarin onciilleri) kullanilmaktadir. Lipazlarin pestisitlerin ve
optik olarak aktif bilesiklerin {iretimine yonelik kullanimlari, en 6nemli uygulama
alanlan arasinda yerini almaktadir. Bu bilesikler genellikle, karboksilik esterler ya da

alkollerin rasemik karisimlarinin ¢ozeltilerinden tretilirler (Pandey vd., 1999).
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1.5.14. Lipazlarin Deri Endiistrisinde Kullanim

Deri islemeciliginde; deri altindaki yaglarin uzaklastirilmas:1 ve killarin yok
edilmesi gerekir. Lipaz ve proteaz gibi hidrolitik enzimleri igeren enzim
kombinasyonlariyla, deri islenmesinde yeni bir yol agilmaktadir. Derinin, i¢inde su
bulunan bir kiivete alinarak yikanmasi ve killarindan arindirilmasini iceren yeni bir
enzimatik yontemle, deri tabaklamaya hazir hale getirilmektedir. Ortam pH'sinin 8.0-
13.0 araliginda oldugu kiivetlerde, alkali lipaz kullanilmaktadir. Bu islemde suya
batirma, yikama, kildan arindirma basamaklarinda bir ¢esit yiizey aktif ajan (tensit)
kullanilarak, deterjan kullanimi en diisiik seviyeye indirilir. Tabaklama islemleri
genellikle bazik ortamda yapilir. Bu ylizden alkalofilik mikroorganizma kaynakli
enzimler, bu tip uygulamalarda daha yararli olmaktadir. Yiiksek alkali kosullarda
biiyliyebilen ve enzimleri deri islenmesinde kullanilmak {iizere elverisli olan birgok
Bacillus tirii bulunmustur. Alkalen lipazlar; alkalen/nétral proteazlar ve siirfaktan

iceren bir karisim i¢inde kullanilabilirler (Pandey vd., 1999).

1.5.15. Lipazlarin Cay isleme Prosesinde Kullanim

Siyah c¢ayin kalitesi biiyiik Olglide dehidrasyon, mekanik kirma ve g¢ay
slirglinlerinin maruz kaldig1 enzimatik fermantasyona baglidir. Siyah ¢ay iretimi
esnasinda, membran lipitlerinin enzimatik bozulmasi karekteristik tatlar1 olan ugucu
tirlinlerin olusumunu baslatir ki bu da lipitlerin lezzet gelistirmedeki 6nemini gosterir.
Rhizomucor miehei’ den elde edilen lipazin toplam lipit igerigini azaltarak coklu
doymamis yag asidi seviyesini diisiirdiigii gozlemlenmistir (Latha ve Ramarethinam,
1999).

1.5.16. Lipazlarin Teshis Araci olarak Kullanimi

Lipazlar medikal sektoriinde olduk¢a dnemli markir enzim veya ila¢ hedefleridir.
Bunlar tan1 araclar olarak kullanilabilirler ve varliklar1 ya da artan seviyeleri bazi
enfeksiyon veya hastaliklarin belirtisi olabilir. Lipazlar sonradan enzim baglantili
kolorimetrik reaksiyonlariyla belirlenen gliserol iiretmek igin serumdaki trigliserit

miktarmin belirlenmesinde kullanilir. Kan serumundaki lipaz miktar1 akut pankreatik
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iltihab1 veya pankreatik yaranlanma gibi hastaliklarin tespiti i¢in bir tani araci olarak
kullanilabilir. Akut pankreatit iltihabi genellikle alkol kullanimi1 ya da safra kanali
tikaniklig1 sonucu olusur. Serum tripsin diizey ultrasonografi, bilgisayarli tomografi ve
endoskopik pankreatikografi en dogru laboratuar gostergeleri olmasina ragmen serum
amilaz ve lipaz diizeyleri hala akut pankreatit tanis1 onaylamak i¢in kullanilir (Lott ve
Lu, 1991; Munoz ve Katerndahl, 2000). Kronik pankreatit iltihab1 ve ekzokrin pankreas
yetersizliginin varligi serum amilazi, pankreatik izoamilaz, lipaz, tripsinojen ve elastaz
miktarmin Olgiilmesiyle tespit edilmistir. Patojenik bakteriler olan P. acnes,
Corynebacterium acnes ve Staphylococus elde edilen lipazin akneli hastalarda deri
dokiintiistine oldukga etkili oldugu bulunmustur (Simons vd., 1996; Pezzilli vd., 2000;
Higaki vd., 2000).

1.5.17. Lipazlarin Cevre Yonetiminde Kullanin

Atiklarin yok edilmesi i¢in yapilan biyoremediasyon (toprak ya da suda meydana
gelen kalintilarin, c¢esitli organizmalar veya {rettikleri enzimler sayesinde
uzaklastirilmasi) islemlerinde lipazin kullanilmasi lipaz biyoteknojisinde yeni bir
yontemdir. Cesitli kaynaklardan elde edilen lipazlar yardimiyla, yag isleme
fabrikalarinin ve restorantlarin atiklar1 temizlenebilmektedir. Bu sektdrde lipazlar ex
situ veya in situ olarak kulanilmaktadir (Pandey vd., 1999). Endiistrideki g6zlenen hizl
gelismeden dolay1 gevresel kirlilik gittikge kritik bir hal almistir. Lipaz iireten suslar
kirli topraklarin islahinda onemli rol oynamistir. Soguga adepte olmus lipazlar atik
sularin islenmesinde, bioremediasyonda ve aktif bilesiklerin soguk sartlardaki
sentezinde biiyiik bir potansiyele sahiptir. Mevsimsel biiyiik sicaklik degisimler lipit ve
petrol gibi Kkirletici maddelerin giderilmesinde mikroorganizmalarin etkisini
azaltmaktadir. Ilik ve diisiik sicakliklarda aktif olan enzimler biyoremediasyon islemi

i¢in ideal olabilirler (Buchon vd., 2000; Ramteke vd., 2005; Lin vd., 2012).

1.5.18. Lipazlarin Kozmetik ve Parfiim Endiistrisinde Kullanim

Yiizey aktif maddelerde ve koku iiretiminde aktivite gosterdiklerinden dolay1
lipazlar kozmetikte ve parfiimeride potansiyel uygulamalara sahiptir. Retinoidler cilt

bakim iriinleri gibi ilag ve kozmetikte biiylik bir ticari potansiyele sahiptir. Suda
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¢cozlinlir retinol tiirevleri immobilize lipazlarin kataliz reaksiyonuyla hazirlanmigtir

(Metzger ve Bornscheuer, 2006; Maugard vd., 2002).

1.5.19. Lipazlarin Medikal Uygulamalarda Kullanimi

Bal mumu giivesinden (Galleria mellonella) izole edilen lipazlarin
Mycobacterium tuberculosis (MBT) H37R iizerinde bakteri oldiiriicii etkiye sahip
oldugu bulunmustur. Bu 6n ¢alisma, ilaglarda yeni gelecek vaat eden kaynaklar tespit
etmek icin, biyolojik ve diger maddelerin kiiresel secilmemis taramasinin bir pargasi
olarak kabul edilebilir. Candida rugosa lipazi serum kolesterol seviyesini diistiren bir

ila¢ olan lovastatin sentezinde kullanilmaktadir.

Yaygin olarak kullanilan bir koroner damar genisletici olan diltiazem hidrokloriir
sentezinde bir anahtar ara madde olan 3-fenilglisidik asit esterinin asimetrik hidrolizi S.

mmcecens ile gergeklestirilmistir (Annenkov vd., 2004).

1.6. Termofilik Mikroorganizmalar

Ekstrem cevrelerde yasayan mikroorganizmalar, digerlerinin biiyliyemedigi veya
cok az biiyiime gosterdikleri sartlarda biliylime kapasitesine sahip olduklarindan, ¢evre
etkenleri ile mikrobiyal hayat arasindaki iligkilerin arastirilmasinda Onemli bir

potansiyel olustururlar.

Diinya niifus artigina, sanayi ve endiistri gelisimine bagl olarak, ¢evre giderek
kirlenmekte ve diinyadaki dogal sartlar ekstrem sartlara dogru kaymaktadir. Dolayistyla
insanlik, son yillarda ekstrem durumlardaki hayat sartlarmin arastirilmasi yolunda

yogun ¢aligsmalara girmektedir (Goyal vd., 2005).

Termofilik bakterilerin ilk izole edilisinden bu yana yaklasik olarak 100 seneden
fazla bir zaman ge¢mistir (Miquel, 1988). O yillardan beri ¢ok sayida spor olusturabilen
Bacillus ve Clostridium cinslerine ait termofilik bakteri tiirleri ortaya ¢ikarilmis ve
ozellikleri belirlenmistir. Uzerinde en ¢ok c¢alisma yapilan termofilik bakteri tiirii

Bacillus steorothermophilus olup, bu tiiriin ¢ok sayida farkli susu izole edilmis ve bu
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suslarin birgok oOzelligi belirlenmistir. Ancak elde edilen bu bakterilerin hepsinin
genellikle optimum olarak yasayabildikleri sicaklik 60 °C’dir. Bununla birlikte ¢alisilan
cok az sayida termofilik bakteri tiirliniin 75 °C’ nin {izerindeki sicakliklarda

yasayabildigi bilinmektedir (Guagliardi vd., 1996).

Termofilik organizmalar1 da igine alan ekstremofilik organizmalar yiiksek
sicaklik, asir1 pH, yiiksek tuz konsantrasyonlu ve yiiksek basingli ortamlarda yasamaya
uyum saglamiglardir. Bu organizmalarin, cesitli endiistriyel islemlerde etkin olarak
kullanilan asir1 sartlarda bile gorev yapabilen ©6zel biyokatalizérleri yani enzimleri

tirettikleri bilinmektedir (Guagliardi vd., 1996).

Bu enzimler son zamanlarda endiistride kullanilan ve kirlenmeye neden olan bazi
kimyasallarin yerine kullanilabilmektedirler. Bu endiistrilerin en goze carpanlart kagit
ve kagit hamuru endiistrileridir. Ayrica termofilik enzimlerin yogun bir sekilde

kullanilmaya baslandig1 diger bir alan ise besin endiistrisidir (Aguilar, 1996).

Endiistride ¢ogu enzimatik ve mikrobiyolojik islemlerin yiiksek sicakliklarda
yapilmast 6nemli faydalar saglamaktadir. Boylece yliksek sicaklikta islemin kararli
olmayan bilesikler tarafindan engellenmesi 6nlenmis olur. Yiiksek sicakligin baslica
avantajlari, daha yiiksek reaksiyon hizi, ¢ogu kimyasalin daha yiiksek oranda

¢ozilinebilmesi, akiciligin ve difiizyon hizlarinin yiliksek olmasidir (Kristjansson, 1989).

Bakteriler yasayabildikleri sicaklik araligina gore sakrofiller, mezofiller ve
termofiller olmak tizere ili¢ gruba ayrilirlar. Sakrofiller -10 °C’ ye kadar olan
sicakliklarda yasayabilirler ancak bunlarin optimum olarak biiyiiyebildikleri sicakliklar
15 °C civarindadir. Mezofiller normal ortam sicakliginda (20-45 °C) biiytiyebilirler ve
insanlar i¢in patojen olan mikroorganizmalar bu gruba girerler. Termofiller ise 45 °C’

nin lizerindeki sicakliklarda ve hatta kaynar sularda bile yasayabilirler (Brock, 1985).

Diinya lizerinde yasayan biitiin bakterilerin atalarinin termofilik bakteriler oldugu
one siiriilmektedir (Madigan vd., 2000). Bu goriisiin dayandigi nokta su anda diinya
lizerinde yasayan termofilik bakterilerin mezofil ortamlara kolay bir sekilde adapte

olabilmesidir. Bu goriislerde goz Oniine alinarak termofiller temelde ikiye ayrilirlar.
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Atasal termofiller (6rnegin; Thermotoga, Aquifex), var olduklari giinden bugiine kadar
devamli olarak termofilik olarak yasamaktadirlar ve higbir sekilde mezofilik ortamlara
adapte olamazlar. Sonradan termofilik olanlar (6rnegin, Bacillus ve Clostridium),
mezofiller ile devamli iligki halindedir ve bu grupta bulunan mezofilik tiirler degiserek
tekrar termofilik Ozellik kazanabilirler. Bu tiirlerde termofilik ortamlara tekrar
adaptasyon séz konusu oldugundan bunlar {izerinde, termofilligin molekiiler temelleri

hakkinda ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir.

Termofilik bakteri suslarmin optimum biiyliyebilme sicakliklarinin 55 °C’ den
105 °C’ nin ustiine kadar olan sicakliklara kadar degistigi bilinmektedir. Bu sekilde ¢ok
yiiksek sicakliklarda yasayan termofilik mikroorganizmalar asir1 termofiller veya ¢ok
asirt termofiller olarak adlandirilmaktadir ve bu organizmalarin optimum biiyiime
sicakliklart 80 °C’ nin iizerinde oldugu bilinmektedir. Termofilik bakteriler tabii olarak
kaplicalarda, tropik topraklarda, giibre yiginlarinda, giibreyi olusturan digkilarda,
¢oplerde vb. yerlerde bulunurlar (Kristjansson ve Stetter, 1992).

45 °C’ nin istiine ¢ikildiginda mikrobiyal tiirlerin sayis1 6nemli bir sekilde diisiis
gosterir, fakat biitlin organizmalarin yasayabildikleri iist sicaklik limitleri halen tam
anlamiyla bilinmemektedir. Son zamanlarda birka¢ tane mikroorganizmanin, sicaklig
cok yiiksek olan kaplica sularinda ve deniz diplerindeki sicakligi 100 °C’ nin ilizerinde

olan alanlarda yasadig1 bilinmektedir (Kristjansson ve Stetter, 1992).

Denizlerin alt kisimlarinda sicak su alanlarmin oldugu fakat bu alanlarin
mikrobiyolojisi hakkinda fazla bilginin olmadigi bilinmektedir. 115 °C’ ye kadar
yasayabilen kiiltiire alinmis bakteriler bulunmaktadir. Ancak hidrotermal g¢evrelerde
135°C’ ye kadar yasayabilen organizmalarin oldugunu gosteren deliller bulunmaktadir.
Bu sicaklik smir1 hayatin olabilecegi iist sicaklik limitini gostermektedir. Clinkii bu
sicaklikta amino asitler biiyiikk oranda L formundan D formuna doénerler. 70 °C’ nin
tizerindeki sicakliklarda yasayan tiir sayis1 az olmasina ragmen, filogenetik olarak farkli
cok sayida kategorideki prokaryotlarin bu sicakliklarda yasadigi bilinmektedir
(Kristjansson ve Stetter, 1992).
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1.6.1. Termofillerin Yiiksek Sicakliklara ve Denaturasyona Kars1 Dayamkhliklari

Mikroorganizmalar, yasayan tiim canlilar gibi canliliklarini siirdiirebilmek i¢in
yasadiklar1 ortama adapte olmak zorundadirlar. Termofillerin igerdikleri proteinlerin
yiiksek sicakliga, denaturasyona ve proteolize karsi dayanikli olduklari bilinmektedir
(Kumar ve Nussinov, 2001). Saperonlar olarak bilinen ozellesmis proteinler, bu
organizmalar tarafindan bolca iiretilir ve bunlar denaturasyondan sonra proteinlerin
tekrar dogal formlarinda katlanmasina ve fonksiyonlarini tekrar kazanmalarina yardimci
olurlar (Everly ve Alberto, 2000). Termofillerin hiicre membranlari doymus yag
asitlerinden olusmustur. Doymus yag asitleri hiicreye hidrofobik bir ortam saglar ve bu
durum yiiksek sicakliklarda hiicrenin yasama sansini arttirir (Herbert ve Sharp, 1992).
Termofillerde derevers DNA giraz yardimiyla olusturulan siiper sarmal DNA yapisi
mevcuttur (Lopez, 1999). Bu, DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin bozulma noktasini en
azindan organizmanin g¢ogalma sicakligina kadar yiikseltir. Ayrica termofiller, 1sil
dayanikliligi olmayan organizmalarla elektrostatik, distilfiir kopriileri ve hidrofobik
etkilesimlerini arttirarak yiiksek sicakliga dayanikli hale gelebilirler (Kumar ve
Nussinov, 2001).

1.6.2. Termofilik Mikroorganizmalarin Biyoteknolojide Kullanimi

Termofilik organizmalar, biyoteknoloji agisindan biiylik faydalar saglamaktadir
(Brock, 1986). Termofillerin biyoteknolojide kullanildigi bazi alanlar Tablo 4’ de
verilmektedir. Termofilik organizmalar kullanilarak bazi yakit ve kimyasallarin
tiretiminin miimkiin olmasi, fermentasyon yapabilen bu organizmalar kullanilarak
genetik manipulasyonlarin yapilabilmesi ve termofil enzimlerin potansiyel olarak
endistride kullanilmasidir. Biyoteknoloji agisindan termofilik organizmalarin en 6nemli
ozellikleri, biyokimyasal reaksiyonlari normal organizmalardakinden ¢ok daha yiiksek
sicakliklarda katalizleyebilen enzimleri liretmeleridir. Buna ilave olarak, termofillerden
elde edilen enzimler, normal sicakliklarda diger enzimlere gore daha dayaniklhidirlar ve

bu ylizden bunlardan elde edilen {iriinler daha uzun émiirliidiirler (Brock, 1986).
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Tablo 4. Termofilik organizmalarindan elde edilen baz1 enzimlerin kullanildig:
biyoteknolojik uygulamalar (Aguilar, 1996).

Enzimler ve biyoteknolojide Uygulamalari ve iirettikleri son iiriinler
kullanilan hiicre igi bilesikler

Amilazlar Tatlandiricilarda kullanilan glukoz,fruktoz

Ksilanazlar Kagit agartilmasi

Proteazlar Keratinden amino asitlerin iiretimi, besin iglenmesi,
firmeilik, mayalanma ve deterjan endiistrilerinde

DNA Polimerazlar Genetik mithendisligi

Katalaz Deri, tekstil, kagit, gida, ilag endiistrilerinde

Termofilik organizmalarin, ¢esitli endiistriyel islemlerin meydana getirilmesinde
etkin olarak kullanilan ekstrem sartlarda fonksiyonel olabilen 6zel biyokatalizdrleri yani
enzimleri TUrettikleri bilinmektedir. Bu enzimlerden bazilar1 son zamanlarda
saflastirilmis ve basarili bir sekilde klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir.
Bu enzimlere Ornek olarak, DNA polimerazlar, ekstraselliilar-polimer-pargalayan
enzimler (amilazlar, pullulanazlar, siklodekstrin glikozil transferazlar, seliilazlar,
ksilanazlar, kitinazlar, proteazlar), gida, kimya, farmakoloji endiistrilerinde ve gevresel
biyoteknolojide kullanilan DNA’y1 modifiye edebilen enzimler verilebilir. Bu enzimler

ayn1 zamanda ¢ok sayidaki farkli deterjan ve ¢oziiciilere karst da direnclidir (Aguilar,
1996).

Termofilik enzimlerin en ¢ok kullanildig1 alanlardan birisi de karbohidratlarin
tiirevlendirilmesidir. Bununla birlikte halen bu modifikasyon islemini daha spesifik ve
daha etkili bir sekilde katalizleyebilecek enzimler iizerindeki arastirmalar devam
etmektedir. Son zamanlarda, karbohidratlara bagimli olan endiistri kollarinda ilave
ozelliklere sahip olan enzimlere, 6zellikle de termofilik enzimlere olan ilgi giin gectikce
artmaktadir. Karbohidratlar1 modifiye edebilen enzimler, kagit endiistrisinde oldugu
kadar besin endiistrisinde de hidroliz olaylarinin meydana getirilmesinde
kullanilmaktadir (Priest, 1984). Ayrica bu enzimler karbohidratlara bagimli olan bazi
bilesiklerin tiirevlendirilmesinde ve sentezlerinde de aktif olarak yer almaktadir. Bu
enzimlere amilazlar, pullulanazlar, a-glukozidazlar, siklodekstrin glikoziltransferazlar,

glukoz izomerazlar, ksilanazlar ve lipazlar 6rnek olarak verilebilir (Aguilar, 1996).
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1.7. Isil Kararhh Enzimler

Termozimler olarak da adlandirilan  termofilik ve  hipertermofilik
enzimler,ekstremofillerden elde edilen ve ekstremozimler olarak adlandirilan diger bir
enzim siifinin tyesidirler (Vieille vd., 1996). Termozimler, mezofilik enzimlerin veya
kimyasallarin yerini alarak, bircok endiistriyel uygulamada kullanilabilmektedirler. Bu
durum, proseslerin optimize edilmesinde yeni avantajlar saglamaktadir (Bruins vd.,
2000). Ekstremozimler yiiksek tuz igeren ortamlarda (halozimler), yiiksek alkali
ortamlarda (alkalozimler) ve diger ug¢ sartlarda (basing ve asitlik vb.) fonksiyon
gosterebilirler (Lowe vd., 1993; Adams vd., 1995). Isil kararli enzimler (termofilik ve
hipertermofilik enzimler) zorlu endiistriyel uygulamalara en iyi uyumu sagladiklarindan
ve sahip olduklar1 6zelliklerden dolay: (yiiksek sicakliklarda kararli ve aktif olmalari),
mezofilik veya sakrofilik enzimlere oranla ¢ok daha biiyiik biyoteknolojik avantajlara
sahiptirler (Leushner ve Antranikan, 1995; Fredrich ve Antrakian, 1996; Vieille ve
Zeikus, 2001; Li vd., 2005). Bu avantajlar su sekilde ifade edilebilir;

-Mezofilik konakgilarda ekspres edildiklerinde 1s1 muamelesi ile saflastirilmalart ¢ok
kolaydir.

- Denatiire edici kimyasallara (bir ¢oziicii veya guanidinyum hidrokloriir gibi) karsi
direngli olmalari, 1s1l kararliliklari ile iligkilendirilir.

-Enzimatik reaksiyonlarin yiiksek sicakliklarda gergeklestirilmesi ile yiiksek
konsantrasyonda substrat kullanimi, daha disiik viskozite, daha az mikrobiyal
kontaminasyon riski ve genellikle daha yiiksek reaksiyon hizlar elde edilir (Vieilleve
Zeikus, 2001).

-Reaksiyonun yiiksek sicaklikta gergeklesmesiyle viskozitenin azalip substrat
diftizyonunun artmasiyla birlikte {irlin olusumu da artar. Bu gibi enzimler ayrica protein
miihendisligi i¢in 6nemli olan 1s1l kararliligin ve aktivitenin anlasilmasinda model

olarak kullanilabilirler (Mozahev, 1993; Krahe vd., 1996).

Biyokatalitik c¢evrimlerde ve endiistriyel uygulamalarda kullanilan 1s1l kararli

enzimlerin bazilar1 Tablo 5’ de gésterilmistir.
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Tablo 5. Isil kararli enzimlerin biyogevrim reaksiyonlari ve uygulamalari.

Enzim Sicaklik araligt Biyogevrim Uygulama
(°O)

o-Amilaz 90-100 Nisasta— Deksroz Surup Nisasta hidrolizi, firincilik, deterjan

(Bakteriyal)

o-Amilaz 50-60 Nisasta—Deksroz Surup Maltoz {iretimi

(Mantar)

Pullulanaz 50-60 Nisasta— Deksroz Surup Glukoz surubu tiretimi

Kitinaz 65-75 Kitin—Kitibioz Gida, kozmetik, eczacilik

Selulaz 45-55 Seluloz—Glukoz Seluloz hidrolizi, deterjanlarda
polimer parcalanmast

Lipaz 30-70 Yag uzaklagtirilmasi, hidrolizi, Eczacilik, kozmetik, deri endiistrisi

interesterifikasyon

Filogenetik ¢esitliliklerin disinda, hipertermofilik ve mezofilik enzimleri ayiran
tek sey kararli ve aktif olduklart sicaklik araliklaridir. Diger bir deyisle, hipertermofilik
ve mezofilik enzimler birbirlerine oldukga benzerlik gosterirler. Soyle ki;

- Hipertermofilik ve mezofilik proteinlerin aminoasit siralar1 tipik olarak %40-85
oraninda benzerlik gosterirler.

- Bu proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 birbiri lizerine ¢akisabilmektedir.

1.8. Lipaz Kaynaklari

Lipazlar canli organizmalarda fizyolojik olarak gerekli oldugu i¢in bitki, hayvan
ve mikroorganizmalar gibi ¢esitli kaynaklarda bulunabilirler. Bunlar bakteri, mantar ve

mayalarda bol miktarda bulunur (Haki ve Reakshit, 2003).

Lipolitik enzimler bitki aleminde oldukga dagmiktir. Bitki kaynakli lipazlarla
ilgili bilgilere gére memeli ve mikroorganizmalarin lipazlariyla karsilastirildiginda
sinirhl oldugu goriilmektedir (Vulfson, 1994). Bitkilerde simdiye kadar calisilan
lipazlarim bircogu membrana bagli olarak incelenmistir. Misir, kanola ve hint yagi
kaynakli lipazlar ¢6ziiniir bir sekilde, tamamen veya biiyiik olgiide saf olarak elde

edilmistir (Vulfson, 1994).

Memelilerde lipolitik enzimler ii¢ gruba ayrilir: 6zel organlar tarafindan sindirim

gorevli bosaltim lipazlari, doku lipazlar1 ve siit lipazlar1 olamak lizere ili¢ gruba ayrilr
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(Gargouri vd., 1989). Memelilerin kalp, beyin, kas, bobrek, dalak, akciger, karaciger,

adipoz doku ve serum gbi bircok doku ve organlarinda lipaz bulunur (Vulfson, 1994).

Mikrobiyal ekstraseliiler lipazlar genellikle bitki ve hayvan lipazlarindan daha iyi
termal kararliga sahiptir. Ozellikle termofiliklerden elde edilen lipazlar 1siya ve
kimyasal denaturasyona dayanakli olduklar1 i¢in endiistriyel proseslerde dnemli rol
oynarlar (Lee vd., 1999). Ayrica lipazlarin biiyiikk bir ¢ogunlugu da mezofilik
kaynaklardan elde edilmis ve optimum aktivite sicakligr 35-40 °C arasinda oldugu
goriilmiistiir (Sigurgisladottir vd.,1993). Son zamanlarda Geobacillus sp. T1 (Leow vd.,
2004; Rahman vd., 2005), Bacillus sp. RSJ-1 (Sharma vd., 2001a). Bacillus
thermoleovorans ID-1(Lee vd., 1999), Bacillus sp. THL027( Dharmsthiti ve Luchai,
1999), Bacillus thermocatenulatus (Schmidt-Dannert, 1994), Bacillus sp. Strain A30-
1(Wang vd. 1995), Bacillus sp. Strain 398 (Kim vd., 1994), Bacillus spp. (Sugihara vd.,
1991; Handelsman ve Shoham, 1994; Becker vd.1997; Llarch vd. 1997; Nawani vd.,
1998), Pseudomanas cepacia (Sugihara vd., 1991), Pseudomanas sp.(Kulkarni ve
Gadre, 1999) gibi mikroorganizmalarin lipaz iirettigi rapor edilmistir. Bunun disinda
orta dereceli mezofilikler de termofilikler gibi termal kararliga sahip enzimler igin iyi
bir kaynak olarak kullanilabilir (Fakhreddine vd., 1998). Tablo 6’ da ticari olarak

onemli bazi mikrobiyal lipaz kaynaklari ve iiretici firmalar: listelenmistir.

Tablo 6. Ticari olarak 6nemli mikrobiyal lipaz kaynaklari ve {iretici firmalar (Jaeger ve
Reetz, 1998).

Tip Kaynak Uygulama Uretici firma
Funaal C. rugosa Organik sentez Amano, Biocatalysts, Boehringer,
g Mannheim, Fluka, Genzyme, Sigma
C. antartica Organik sentez Boehringer, Mannheim, Novo Nordisk
T. lanuginosus Deterjan katki maddesi ~ Boehringer, Mannheim, Novo Nordisk
R. miehei Gida prosesleri Novo Nordisk, Biocatalysts, Amano
. Burkholderia Organik sentez Amano, Fluka, Boehringer, Mannheim
Bakteriyel -
cepacia
P. alcaligenes Deterjan katki maddesi ~ Genencor
P. mendocina Deterjan katki maddesi ~ Genencor
Ch. viscosum Organik sentez Asahi, Biocatalysts
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1.8.1.Mikrobiyal Lipazlar

1.8.1.1. Bakteriyel Lipazlar

1.8.1.1.1. Pseudomonas Lipazlar

Pseudomonas spp. lipazmin  saflastirllmast ve Kkarakterizasyonu {izerine
yogunlagmis bir ¢ok arastirma bulunmaktadir (Ogino vd., 2000; Dong vd., 1999; Sharon
vd., 1998; Chartrain vd., 1993; Gilbert vd., 1991).

Schuepp ve arkadaslart (1997) Pseudomonas fragi CRDA 037 susunun kesilmis
slit suyunda biyiitiildiigiinde ekzo- ve endolipazlar {irettigini gozlemlemisler. Bunlar
exolipazlar i¢in %20-40, endolipazlar i¢in de %20-60 doygunlukta amonyum siilfatla
¢oktiirme yontemiyle kismi saflastirilmis lipaz extraktlart elde etmislerdir. Dogal
PAGE’de exolipazin varligin1 gosteren bilyiik protein bandi 25.5 kDa molekiil
agirligina tekabiil ederken endolipaz varligini gosteren iig fraksiyonun ise 35.5, 49 ve 70

kDa molekiil agirligina sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Ekstraselliller Pseudomonas lipaz1 alginat ile etkilesim yapabilmektedir. Bu
gozlemlere dayanarak Pseudomonas aeruginosa susundan endolipazin hizli, basit ve
ucuz olarak konsantre edilmesi, stabilizasyonu ve kismi saflagtirilmasi igin prosediirler
gelistirilmistir  (Wingender vd., 1987). Wingender ve arkadaslarinin arastirmasi
lipazlarin hizl1 bir sekilde hiicre kiiltiirii olmayan ortamdan etanolik alginatla ¢oktiirerek
elde edilebilecegini gostermistir (Orijinal ekzolipazin yaklasik % 95’1 birlikte
cokmektedir). Elde edilen ¢okelek deterjan igeren tamponda ¢oziildiikten sonra exolipaz
ve polisakkaritler iyon degisim kromatografi kolonu DEAE-Sefadeks A-25 ile kolayca
ayrilabilmektedir. Bu birlikte ¢oktiirme yontemi Pseudomonas spp. ve C.viscosum’dan

ekzolipaz elde etmek icin basari ile uygulanmistir.

Alkalofilik Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 ‘den ekstra seliiler bir alkali
lipaz1 aseton ¢Oktiirmesi ile homejenize edildikten sonra Sefadeks G-100, Fractogel
phenyl 650 M ve Sefadeks G-100 kolonlar1 kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilan
lipazin molekiil agirligi 32 kDa ve pl degeri de 7.3 olarak ortaya koyulmustur (Lin vd.,
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1996a). Yeo vd. (1998) tarafindan bir t-butil oktanoat (TBO)-hidrolize hiicre igi lipazi
Burkholderia spp hiicresiz oziitiinden saflastirilmistir.  Enzim; amonyum  siilfat
cOktiirmesinin ardindan sirasiyla ii¢ ardisik agik kolon kromatografisi ve iki HPLC
kullanilarak 74 kat saflastirilmistir. Kullanilan kromatografi kolonlar1 DEAE anyon

degisimi dahil, Sepharose CL-6B jel filtrasyon ve ikinci bir DEAE anyon degistirme

kromatografi kolonlaridir. Cesitli Pseudomonas lipazlarinin  saflagtirilmasinda
kullanilan farkli yontemler ve bazi bulgular Tablo 7' de sunulmustur.
Tablo 7. Cesitli Pseudomonas lipazlarinin saflagtirma yontemleri

Pseudomonas spp Saflastirma Asamalari % Verim - Saflagtrma  Molekiil Agirhgr  Referans

katsayisi (kDa)

Pseudomonas fragi Asitlendirme, Fraksiyonlu A. % 48- 68 33 Nishio vd., 1987

stilfat ¢oktiirmesi, DEAE-

Toyopearl 650 M ve DEAE-

Sepharose CL-6B
Pseudomonas A.Siilfat ¢oktiirmesi, DEAE- % 21- 3390 45 Sztajer vd., 1992
fluorescens cellulose ve octyl-Sepharose

CL-4B
Pseudomonas spp. Q-Sepharose, octyl-Sepharose % 56-159 35 Kordel vd., 1991
ATCC 21808 ve Enzimin izopropanolle elue

edilmesi
Pseudomonas Sivi- s1v1 ektraksiyonu (10% % 30-55 58 Dunhaupt vd., 1991
cepacia PEG 6000 ve 10% Dextran

500), Q-Sepharose
Pseudomonas Polioksietilen deterjan % 76 — 24 60 Terstappen vd., 1992
cepacia C14EO6- Sulu bazli iki fazli

bolimleme
Pseudomonas putida  DEAE-Sefadeks A-50 ve %21-5,3 45 Lee ve Rhee, 1993
35K Sefadeks G-100
Pseudomonas Ultrafiltrasyon, A. Siilfat % 42 -6,1 33 Kojima vd., 1994
fluorescens ¢oktiirmesi, DEAE-Toyopearl

650 M ve Phenyl-Toyopearl

650
Pseudomonas spp. A.Siilfat ¢oktiirmesi, DEAE- % 3,7 - 62 38 Kim vd., 1997
Y0103 cellulose ve Sefadeks G-200
Pseudomonas A. Siilfat ¢oktiirmesi, 518 30 Sharon vd., 1998
aeruginosa hidroksiapatit kolon

kromatografisi

1.8.1.1.2. Staphylococcus lipazlar

Bir ¢ok arastirmaci tarafindan farkli Staphylococcus lipazlarinin o6zellikleri ve

saflagtirilmasi rapor edilmistir (Muraoka vd., 1982; Tyski vd., 1983; van Oort vd., 1989;
Gotz, 1991; Talon vd., 1995; Simons vd., 1998; Oh vd., 1999).

Staphylococcus aureus susundan elde edilen lipaz (L-1) amonyum siilfat

¢oktiirmesi, hidrofobik kolon phenyl Sepharose CL-4B ve takiben jel filtrasyon
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Sepharose CL-4B kolonu  gibi bir ¢ok asamali prosediiriin uygulanmasi ile
saflastirilmistir (Tyski vd., 1983). Lipaz preparatinin Sepharose CL-4B ile yeniden
kromatografiye tabi tutulmasi saflastirmanin son asamasidir. Molekiil agirliklar1 SDS
igerisinde molekiiler elek ve elektroforez yontemiyle sisrasiyla 300 ve 45 kDa olarak
belirlendi. Staphylococcal lipazinin farkliliklar agiklanabilecek kompleks bir yapi

sergiledigi goriilmektedir.

Staphylococcus hyicus lipaz geni Staphylococcus carnosus tizerine klonlanmis ve
expres edilmistir. S. carnosus’dan enzim salgilanmasi ortama molekiil agirligi 86 kDa
olan bir protein eklenerek saglanmistir. Bu lipaz amonyum siilfat ¢oktiiriilmesi akabinde
de Sefadeks G-100/G-25 kolonu uygulanarak saflastirilmistir. Biyiik miktarlarda
homojen lipaz izolasyonunu kolaylagtirmak amaciyla Sefadeks asamasindan sonra
cesitli proteolik enzimlerle inkiibasyon yapilmistir Triptik sindirimi takiben 46 kDa’luk
tek bir aktif bant elde edilmistir. Enzim sirasiyla pH 8.0 ve 6.5 de gelistirilmis iki
DEAE-cellulose kolonu kullanilarak saflagtirilmistir (van Oort vd., 1989).

1.8.1.1.3. Chromobacterium Lipazlar

C. viscosum ait ham enzim ¢ozeltisi birbirinden farkli molekiil agirligmna ve
izoelektrik noktaya sahip ikiden fazla tiir igerir (Sugiura vd., 1974). Iki lipaz iceren
ham enzim preparati C. viscosum hiicre kiiltiiriinden etanolle %50-80 arasinda

frakasiyonlu ¢oktiirme ile elde edilmistir.

C. viscosum hiicre kiiltiirinden elde edilen ham enzim preparatindan enzim
saflagtirllmasi lipazin palmitoil seliilloza olan ilgisine baghdir (Horiuti and Imamura,
1977). Bu prosediiriin 6zellikle de lipazin biiyiik ¢apta saflastirmasinda daha basit ve
etkili oldugu bulunmustur. Etanolle fraksiyonlu ¢oktiirme (%50-80) ile elde edilen ham
enzim ¢ozeltisi %71 verimle ve bakteri kiiltiiriiniin supernatan kismina gore 11 kat fazla
spesifik aktiviteye sahip olarak palmitoillenmis gazli kolon ile saflastirilmigtir. SDS-
PAGE’ de her birinin molekiil agirligi 120 kDa , pl‘ s1 3.7 ve 30 kDa, pl' s1 7.3 olan iki

izoenzim elde edilmistir (Horiuti ve Imamura, 1977).
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C. viscosum ait ham enzim ¢ozeltisi gesitli hidrofobik malzemeler ile kaplanmis
0zel cam boncuklar iizerinde adsorbe edilmistir (Isobe ve Sugiura, 1977). Silikonlu
cam boncuklar {izerinde adsorbe olmus enzim denatiire edilmis ve %0.1’ lik Triton X-
100 ile eliie edilmistir. Bu yontemle C. viscosum lipazlar1 1000 kat saflastirilmis,
elektroforez iizerinde iki bant gézlenmis ve iki de lipolitik aktivite gostermistir. Bu
saflastirma metodu daha 6nceden rapor edilen afinite kromatografisi yontemine gore

daha basit ve etkilidir.

Bir lipolitik C. viscosum preparatinin segici ayrismasi ve saflastirilmasi bir ters
misellar kullanilarak sivi-sivi ekstraksiyonuyla gergeklestirilmistir (Vicente vd., 1990;
Aires-Barros ve Cabral, 1991). Organik ¢oziicii teknikleri protein denatiirasyonu ve
coziinmesi ile smirli oldugunda, ters misel kullanilarak biyomolekiillerin sivi-sivi
ekstarksiyonu gelecek vaat eden bir ¢6zliim olacaktir (Castro ve Cabral, 1988; Krieger
vd., 1997; Naoe vd., 1999). Bu metot ¢ok basit bir islemdir ve iki adimda
gerceklestirilir. Ilk adim ters misellerin protein ¢dzmek icin yiizey aktif gruplari susuz
bir ortamdan sulu bir ortama gecirebilme o6zelligine baghdir. Ikinci asamada ise
¢cOziinmiis proteinler ters misel ve protein arasindaki etkilesim degistirilerek yeni bir

akoz ortam igerisine geri ekstrakte edilir.

Ayrca, C. viscosum lipazinin susuz ¢ozeltiden ektraksiyonu AOT/span 60 ve
AOT/Tween-85 karigimli ters misel sistemleriyle gergeklestirilir (Yamada vd., 1994).
Tween-80 misel seklinde bir uzama meydana getirirken Span 60 misel seklinde higbir
degisiklik olmaksizin AOT misellerinin su havuzunda ¢6ziiniir. Tween-85 eklenmesiyle
lipaz aktivitesi artar ve AOT molar oran1 Tween-85 i¢in 3:2-4:1 oldugunda lipaz

aktivitesi maksimum olur.

1.8.1.1.4. Bacillus lipazlar

Bacillus subtilis 168 ekstraseliiler lipazi asir1 liretim yapan bir susun biiyiime
ortaminda amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan phenyl-Sepharose ve hidroksiapatit
kolon kromatografisi ile saflagtirilmistir. SDS-PAGE ile molekiil agirligi 19 kDa ve
kromatofokuslama ile de pl degeri 9.9 olarak belirlenmistir (Lesuisse vd., 1993). Farkli

Bacillus spp. Tiirlerinden lipaz saflasgtirma prosediirleri Tablo 8°de dzetlenmistir.
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Tablo 8. Cesitli Bacillus lipazlarinin saflasgtirma asamalari.
Bacillus spp. Saflastirma Asamalari % Verim — Molekiil Agirlig: Referans
Saf. Katsayis1  (kDa)

Bacillus spp. Fraksiyonlu amonyum siilfat % 9-7762 22 Sugihara vd., 1991
¢oktiirmesi, Akrinol ile
muamele, DEAE Sefadeks

A-50, Toyopearl
HW-55F ve butyl-Toyopearl

650 M
Bacillus thermocatenulate  Hiicre pargalanmasi, Is1 Soku, 312 16 Schmidt-Dannert vd.,
s(Lipaz geni Escherichia Iyon degisim kromatogarfisi ve 1996
coli ‘ye klonlanmustir) Hidrofobik etkilesim
kromatografisi
Bacillus spp. THL027 Ultrafiltrasyon ve Sefadeks G- 2,6 69 Dharmsthiti and
100 Luchai, 1999
Bacillus pumilus Fraksiyonlu amonyum siilfat 75 Jose and Kurup, 1999
¢oktiirmesi ve Sefadeks G-100
Bacillus alcalophilus Amonyum siilfat ¢oktiirmesi 111 Ghanem vd., 2000
ve Sefadeks G-100
Bacillus CM-Sepharose ve DEAE- %62.2-11.6 Kim vd., 2000

stearothermophilus (Lipaz  Sepharose
geni  Escherichia coli‘ye
klonlanmustir)

Bacillus spp. Fraksiyonlu aseton, iki kez % 20 — 3028 25 Imamura and Kitaura,
aseton ¢oktiirmesi, Octyl- 2000
Sepharose CL-4B,

Q-Sepharose ve Sepharose-12

Schmidt-Dannert vd. (1997) termofilik Bacillus thermocatenulatus’den iki lipaz
saflastirmis ve molekiil agirliklarini 16 ve 43 kDa olarak bulmuslardir. 16 kDa molekiil

agirligina sahip olan lipaz, bilinen en kiigiik bakteriyel lipazdir.

Bradoo vd. (1999) tarafindan 70 °C' de biiylime Kkapasitesine sahip B.
stearothermophilus SB1’den 70% (a/h) PEG-6000 ve 40% (a/h) pH 7.0. fosfat
tamponundan olugsan sulu iki-fazli bir sistem kullanilarak, lipaz kismi olarak
saflastirilmistir. %3 (a/h)* lik NaCl eklenmesiyle kolonun hidrofobikligi artirilarak alti
kat daha saf enzim elde edilmistir (Bradoo vd., 1999).

1.8.1.1.5. Acinetobacter Lipazlar

Hong ve Chang (1998) uzun zincirli triagilgliserollere karsi genis Ozgiillik
yelpazesi olan yeni bir alkali lipaz1 Acinetobacter radioresistens CMC-1’den amonyum
stilfat ¢coktiirmesiyle (%30-80 doygunlukta) saflastirmislardir. Fazlalik tuzlar, bir PD-10

kolonunu uygulanarak uzaklastirilmistir. Bunlari takiben anyon degisim kromatografi
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kolonu olarak Mono Q ve son olarak da phenyl-Sepharose CL- 4B kolonu kullanilarak
lipaz %13 verimle 64 kat saflastirilmistir. Actinobacter nov. spp. KM109 susu etkin bir
oleil benzoat (OB) hidrolize eden bir lipaz tiretmektedir. Enzim 213 kat ve % 0.8
verimle Sepharose CL-6B, DEAE-Sephaceln 62000SWXL ve Mono Q PC kromatografi
kolonlar1 kullanilarak saflagtirilmigtir (Mitsuhashi vd., 1999). Molekiil agirligi SDS-
PAGE ile 62 kDa olarak belirlenmistir. Ayrica, Pratuangdejkul ve Dharmsthiti (2000)
tarafindan A. calcoaceticus LP009 ‘dan ultrafiltrasyon ve Sefadeks G-100 jel filtrasyon

kromatografi kolonu ile lipaz saflagtirilmistir.

1.8.1.1.6. Corynebacterium Lipazi

Corynebacterium acnes’den lipaz izole edilmis ve kiiltiiriin supernatant kismindan
amonyum siilfat fraksiyonlu ¢oktiirmesi ve jel filtrasyon Sefadeks G-100 kolonu
kullanilrak yaklasik olarak 200 kat saflastirma gergeklestirilmistir. Enziminin pl degeri
3.8 olarak belirlenmistir (Hassing, 1971).

1.8.1.1.7. Propionibacterium Lipaz

Propionibacterium acnes kaynakli bir lipaz yag asitlerini serbest birakmak i¢in in
vivo dogal sebum triagilgliserollerini hidrolize eder (Ingham vd., 1981). Bu enzim ham
kiiltiir siiparnatantindan %9.5 verimle 4800 kat saflastirilmigtir. Bu kiiltiir stipernatanti
ultrafiltarsyon ile konsantre edilmis ve ardindan da jel filtrasyon Sefadeks G-100 kolonu
ve iyon degisim CM Sefadeks C-50 kolonu kullanilarak saflagtirilmistir. Molekiil
agirhigs jel filtrasyonla 46.7 kDa olarak belirlenmistir.

1.8.1.2. Maya Lipazlan

1.8.1.2.1. Candida Lipazlar

Veeraragavan ve Gibbs (1989) C. Rugosa tarafindan iiretilen iki farkli lipaz
belirlemis ve ham lipazin etanolle ekstraksiyonundan sonra yiiksek ¢oziiniirliiklii anyon
degistrme kolonu (Mono Q) ile bunlar1 biribirinden ayirmislardir. Lipaz I % 18 verimle

6 kat ve Lipaz II %25 verimle 2 kat saflagtirilmistir.
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Her iki proteinde SDS-PAGE iizerinde 58 kDa’luk molekiil agirligi sergilemistir.
Diger bir rapora gore (Lopez vd., 2000), C. rugosa lipaz B’nin iki izoformu 25 mM
histidin / HCI tamponu (pH 6.1) ile dengelenmis bir anyon degisim kromatografi kolonu
Mono-P-HR5/5 tizerinde 0.150-275 M NaCl ile bir lineer gradiyent olusturularak eliie
edilmesiyle saflastirilmistir. Bu sekilde elde edilen lipazlardan, 25 mM Tris-HCI (pH
7.5) i¢inde dengelenmis PD-10 kolonlar1 kullanilarak tuzlari uzaklastirilmistir. Lipaz
B1’de verim %28 iken Lipaz B2’de verim %7’ dir.

Lipolitik enzimlerin {i¢ farkli formu Shaw ve arkadaglar1 (1989) tarafindan ticari
Candida lipazinin hazirlanmasinda belirlenmistir. Bu lipazlarin ikisi (Lipaz A ve C)
DEAE-Sefadeks CL-6B kolonu ile saflagtirilmistir. Lipaz A ve C yukarida tanimlanan
Lipaz 1 ve I’ye karsilik gelmektedir (Veeraragavan ve Gibbs, 1989). Lipaz B
muhtemelen saflagtirma asamasinda ham enzimin etanolle muamele edilerek Lipaz I’e
doniistiiriilmesinden dolay1 bu arastirmacilar tarafindan tespit edilememistir. Lipaz A, B
ve C’nin molekiil agirliklar sirasiyla 362, 200 ve 143 kDa’dur. SDS-PAGE sonuglari
hem Lipaz A hem de Lipaz C’nin ayn1 molekiil agirhi@ina sahip (62 kDa) alt birimden
olusurken Lipaz A,B ve C’nin hekzamer, trimer ve dimer alt birimler oabilecegini

gostermistir.

1.8.1.2.2. Trichosporon Lipazi

Pigsmemis siitten izole edilen lipaz iireten bir maya olan Trichosporon asteroides
LP00S susu Dharmsthiti ve Ammaranond (1996) tarafindan tespit edilmistir. Bu lipaz
sekiz kat saflastirilmistir. Saflastirma asamalar1 %70’ lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
jel filtrasyon Sefadeks G-200 kolonundan olusmaktadir. Enzimin molekiil agirligi SDS-
PAGE ile 37 kDa olarak belirlenmistir.

1.8.1.3. Mantar Lipazlan

1.8.1.3.1. Pythium Lipazi

Pythium ultimum 144 susundan ekstraseliiler lipazi enzimi amonyum siilfat
coktiirmesi, DEAE-Sepharose CL-6B ve Sephacryl S-200 kullanilarak %22 verimle ve
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spesifik aktivitesi 62 U/mg protein olarak saflastirilmistir. Enzimin molekiil agirligi da
SDS-PAGE ile 68 kDa olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte denatiire olmamis
kosullar altinda enzimin molekiil agirliginin 270 kDa gdsterilmis ve tetramer bir yapida

oldugu diistiniilmektedir (Mozaffar ve Weete, 1993).

1.8.1.3.2. Rhizopus Lipazlar

Rhizopus delemar‘dan firetilen {i¢ c¢esit lipaz olan Lipaz A, B ve C’nin
saflastirilmast ve enzimatik 6zellikleri Tahoun ve Ali (1986) tarafindan calisilmistir.
Kiiltiir besiyerinden siiziilen misel yikanmis, kurutulmus ve asitle yikanmis kumla
ogitiildiikten sonra asetat tamponuyla ekstrakte edilmistir. Konsantre edilen protein
daha sonra Ultragel ve Sefadeks G-150 kolonlariyla saflagtirilmigtir. Lipaz A %11
verimle 106 kat, Lipaz B %3 verimle 71 kat ve Lipaz C %4 verimle 47 kat
saflagtinnlmistir. Lipaz A, B ve C i¢in elektroforezde molekiil agirliklart homojen bir
sekilde sirasiyla 76, 60 ve 45 olarak bulunmustur. Rhizopus spp.’ dan lipaz saflastirmasi

calisan arastirmacilarin ¢alismalar1 ve bazilarinin prosediirleri Tablo 9” da 6zetlenmistir.

Tablo 9. Cesitli Rhizopus spp. lipazlarinin saflastirilma agsamalari
Rhizopus spp Saflagtirma Asamalari % Verim — Molekiil Agirlig:
Saf. katsayist  (kDa)

Referans

Rhizopus japonicus hydroxyapatite, octyl- % 31-93 30 Suzuki vd., 1986
Sepharose

NR 400
ve Sephacryl S-200

Rhizopus oryzae) aseton ¢oktiirmesi (80%), % 64-160 Razak vd., 1997
Sefadeks G-100

Rhizopus delemar Oleik asit afinite % 30-10,3 30,3 Haas vd., 1992
kromatografisi, CM-Sefadeks

Rhizopus arrhizus Fraksiyonlu amonyum siilfat % 42-720 67 Chattopadhyay vd.,
¢oktiirmesi ve Sefadeks G-100 1999
jel filtrasyon

Rhizopus chinensis CM-Cellulofine C-500, ether % 27,6 28,4 Yasuda vd., 2000
Toyopearl 650 M, Super Q
Toyopearl ve CM-Cellulofine
C-500

Rhizopus oryzae Fraksiyonlu amonyum siilfat % 22-1260 32 Hiol vd., 2000

¢oktiirmesi, sulfopropyl-
Sepharose, Sefadeks

G-75 ve tekrar sulfopropyl-
Sepharose
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1.8.1.3.3. Mucor Lipazlar

Secilmis bir M. miehei susunun iirettigi hiicre dis1 bir glikoprotein lipazi, A ve B
seklindeki iki formda Huge-Jensen vd. (1987) tarafindan kismi olarak saflastirilmistir.
Lipaz A 15 kat ve %57 verimle DEAE-cellulose 52 kolonu ve afinite kromatografi
kolonu olarak da Con A-Sepharose kullanilarak saflastirilmistir. Lipaz B ise DEAE-
Sepharose ve phenyl-Sepharose kromatografi kolonlari1 kullanilarak ham enzim &ziitiine

gore 8 kat ve %32 verimle saflagtirilmistir.

Wu ve arkadaglari (1996) Rhizomucor miehei lipazin1 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ardindan phenyl- Sepharose fast-flow hidrofobi etkilesim ve DEAE-Sepharose fast-flow
anyon degisim kromatografileri kullanarak saflastmiglardir. Enzim 42 kat ve %32
verimel saflasmistir. Saf lipazin molekiil agirligi 31.6 ve pl degeri 3.8°dir. Benzer bir
sekilde hiicre dis1t bir Rhizomucor hiemalis f. Hiemalis lipazi, ultrafiltrasyon ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemlerinden sonra Sefadeks G-75, Q-Sepharose ve
Sephacryl S-200 kolonlar1 kullanilarak 2200 kat saflastrilmistir (Hiol vd., 1999). Bu
enzimin molekiil agirlig1 49 kDa, pI degeri ise 4.6°dur.

1.8.1.3.4. Neurospora Lipazlar

Neurospora crassa conidia triagilgliserol lipazi Kundu ve arkadaglari (1987)
tarafindan saflastirllmis ve karakterize edilmistir. Enzim Sefadeks G-100 kolonu ile
saflagtirilmistir. Izoelektrik fokuslama yontemi ile enzmin pl degeri 6.4 olrak tespit
edilmistir. Enzimin molekiil agirligr ise jel filtrasyonla 54 kDa olarak hesaplanmigtir.
SDS-PAGE’de, iki 6zdes alt birimlerinin varligina isaret olarak 27 kDa' lik tek bir bant

verdigi gozlenmistir.

Neurospora spp. TT-241 tarafindan {iretilen hiicre dis1 lipaz enzimi (55 kDa) %16
verimle 370 kat saflastirilmistir. Saflagtirma asamalari; amonyum siilfat ¢oktiirmesi, G-
100 jel filtrasyon, Toyopearl phenyl- 650 M ve Ultrogel-HA’ 1 icermektedir (Lin vd.,
1996D).
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1.8.1.3.5. Aspergillus Lipazlar

Niger lipazt Sugihara vd. (1988) tarafindan amonyum siilfat ¢oOktiirmesi,
hidrofobik etkilesim kolonu (butil Toyopearl 650 M), jel filtrasyon kolonu (Sefadeks G-
75), anyon degistirme kromatografi kolonu (DEAE-Sepharose CL-6B) ve hidroksiapatit
lizerine adsorpsiyon agamalar1 kullanilarak saflastirilmistir. Bu prosediirle enzim ham
ekstrakta gore 600 katin tizerinde ve %34 verimle saflastirilmistir. Enzimin molekiil
agirh@ SDS-PAGE ve Sefadeks G-100 jel filtrasyon kolonu kullanilarak 35 kDa, pl
degeri ise 4.1 olarak hesaplanmistir. Aside kars1 dayanikli olan A. niger lipazi ham ticari
bir preparattan molekiil biiyiikliigii ayirma jeli Bio-Gel P-100 ve iyon degisim kolonu
Mono Q kullanilark saflagtirilmistir. Genel olarak saflagtirma 40 kat ve %36 verimledir.
Saflagtirmanin en etkili asamasi spesifik aktivitenin 5-6 kat arttigi iyon degisim

kromotografi kolonu olan Mono Q’nun kullanildigi asamadir (Torossian ve Bell, 1991).

Aspergillus oryzae lipazi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, anyon degisim
kromotografi kolonu Econo-Pac Q, hidrofobik etkilesim ve biribirini takip eden iki iyon
degisim kromatografi kolonu Mono Q adimlar1 kullanilarak saflagtirilmistir.
Saflagtirilan enzimin monomerik bir protein oldugu ve molekiil agirliginin da SDS-
PAGE ile 39 kDa, jel filtrasyonla 41 kDa oldugu tespit edilmistir (Toida vd., 1995).
Benzer bir sekilde Toida vd. (1998) A. oryzae lipazini amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
aseton ¢oktiirmesi, anyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi asamalarindan sonra
%11 verimle saflagtirmiglardir. Bu enzim 25 kDa molekiil agirligina sahip bir

glikoproteindir.

Aspergillus carneus lipazi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve hidrofobik etkilesim
kolonu octyl-Sepharose’ dan olusan iki adimlik basit bir prosediirle saflastirilmistir.
Saflastirilan enzimin molekiil agirhig1 27 kDa ve izoelektrik noktas1 4.3’ tiir (Davidson,
1998). Phenyl- Sepharose ve linolenik asit-agaroz afinite kolonu kullanilarak
Aspergillus nidulans WG312 susundan hiicre disi lipaz enzimi saflastirilmistir.
Ekstraseliiler lipaz enzimi 29 kDa molekiil agirligina sahip ve pl degeri 4.85” dir
(Mayardomo vd., 2000).
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1.8.1.3.6. Penicillium Lipazlar

Penicillium camembertii U-150 susundan elde edilen bir lipaz, etanol ¢oktiirmesi,
amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve aminooctyl-Sepharose, hidroksiapatit ve Con A-
Sepharose kolon kromatografi kolonlarindan olusan dort boliimliikk bir presediirle
saflagtirillmistir (Isobe ve Nokihara, 1991). Bununla birlikte, Yamaguchi ve Mase
(1991) tarafindan P. kamemberti U-150 kiiltiir filtratinda mono- ve di-agilgliserolleri
hidrolizleyen yeni bir enzim bulunmustur. Bu enzim hemen hemen ayni molekiil
agirhigr (37-39 kDa) ve amino asit kompozisyonuyla 6zdes N-terminal amino asit
diziligine sahip iki sekilde ayrilmistir. Ana bilesen B- enzimi yaklasik olarak 210 kat ve

% 2.6 aktivite verimiyle saflastirilmistir.

Penicillium citrinum ham ekstraktindan bir lipaz ekstraksiyonu ve geri
ekstraksiyonu izooktan icinde AOT ters miseller kullanilarak yapildig:i belgelenmistir
(Krieger vd., 1997). Ileri ve geri protein transferindeki pH, iyonik siddet ve AOT
konsantrasyonun etkisi 20 °C’ de ¢alisilmistir. Ileri ekstraksiyon protein miktar1 (% 32)
izooktan igerisinde 100 mM KCI ve 100 mM AOT igeren 50 mM pH 4.0 asetat
tamponunda elde edilmistir. Proteinler 1 M KCI igeren pH 8.0 100 mM fosfat tampon
igerisinde %82.7 verimle geri ekstrakte edilmistir. Lipolitik aktivite hidrofobik etkilesim
kolonu olan Phenyl Sepharose ile elde edilmistir. Biitiin islemlerin tiimiinde elde edilen
verim, enzim aktivitesi i¢in %68, protein geri kazanimi i¢in % 26.4 ve saflastirma

katsaysayisi olarak da 810 kattir.

Chahinian ve arkadaglar1 (2000) tarafindan enzimatik deglikozilasyonla 37 kDa'lik
tek bir proteine doniistiiriilebilen 40-43 kDa' ik glikozile edilmis ¢esitli tip Il lipaz
sekilleri rapor edilmistir. Cesitli Penicillium cinslerinden elde edilen lipazin saflastirma

asamalar1 Tablo 10° da 6zetlenmistir.
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Tablo 10. Cesitli Penicillium spp. lipazlarinin saflastirilma asamalari.
Penicillium spp. Saflastirma Asamalari % Verim — Molekiil Agirlig: Referans
Saf. katsayist  (kDa)

Penicillium cyclopium Ml Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, % 27-1380 11 Isobe vd., 1988
DEAE-Cellulose, DEAE-
Sepharose, hidroksiapatit
kromatografiler ve Cellulofine
GC-700 jel filtrasyon

Penicillium simplicissimum  Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, % 20 56 Sztajer vd., 1992
phenyl-Sepharose CL-4B,
Ultrogel AcA-54 ve
hidroksiapatit

Penicillium expansum Capraz akish siizme, 219 25 Stocklein vd., 1993

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
DSM 1994

phenyl-Sepharose

Penicillium citrinum Izooktan igerisinde ters AOT % 26,4 - 810 33 Krieger vd., 1997
miselleri kullanilarak
ekstraksiyon ve geri
ekstraksiyon, phenyl-Superose

Penicillium citrinum Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, % 15,2 - 379 33 Krieger vd., 1999

Superose 6 column ve phenyl
Superose HIC

Penicillium chrysogenum Ultrafiltrasyon, phenyl- % 44-30 40 Ferrer vd., 2000
Sepharose, Mono Q HR 5/5 ve
Sefadeks G-25 PD-10 kolonu

Penicillium cyclopium Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, % 30-590 27 Chahinian vd., 2000

Sefadeks G-75, DEAE-
Sefadeks ve tekrar Sefadeks G-
75

1.8.1.3.7. Ustilago Lipaz1

Ustilago maydis ATCC 14826 susuna ait ham lipaz oziitiinden kromatografik
yontemler ile onde gelen iki lipolitik enzim saflastirilmistir. Kiiltiir siipernatani iyon
degisim kromatografi kolonu Q-Sepharose ile Lipaz I ve II seklinde saflagtirilmistir.
Lipaz | butyl-Sepharose kolonu uygulandiktan sonar %12 {izerinde verim elde
edilmistir. Lipaz 11 ise DEAE-Sepharose ve butyl-Sepharose kolonlariyla %13.5 verimle
saflastirilmistir (Lang vd., 1991).

1.8.1.3.8. Botrytis Lipazi

Botrytis cinerea mantarindan hiizre dis1 lipaz homojen oluncaya kadar saflastirildi
ve karekterize edildi. Saflastirma asamalart amonyum siilfat ¢oktiirmesi daha sonra da
sirastyla  octyl-Sepharose CL-4B, Con A-Sepharose ve Sephacryl S-200

kolonlarinlarindan olusmaktadir. Preparat %21 verimle 31 kat saflastirilmistir. SDS-
45



PAGE {izerinde lipazin molekiil agirligt 60 kDa olarak saptanmistir (Commenil vd.,
1995).

1.8.1.3.9. Geotrichum Lipazlar:

Geotrichum candidum hiicre dis1 lipaz1 immunoelektroforetik teknikleri ile yiiksek
derecede heterojenlik gostermistir (Jacobsen vd., 1989). Hiicre dis1 G. candidum ATCC
66592 lipazinin Sefadeks G-100 fraksiyonu iginde mevcut iki lipolitik protein (61 ve
57kDa) yiiksek performansli sivi kromatografisi kullanilarak ayrigtirilmigtir (Jacobsen
ve Poulsen, 1992).

Diger arastirmacilar tarafindan G. candidum’dan da bir lipaz saflastirilmis ve
karakterize edilmistir (Veeraragavan vd., 1990). Saflastirma prosediirii; etanol
coktiirmesi ve kromatografi kolonlar1 olarak da Sephacryl-200 HR, yiiksek
¢ozliniirliklii anyon degisim (Mono Q) ve Polybuffer degistirici 94 kolonlarini igerir.bu
prosediirle G. candidum’dan iki tiir lipaz elde edilmistir. Lipaz I (ana bilesen) %62

verimle 35 kat, Lipaz Il %18 verimle 94 kat verimle saflagtirilmistir.

Ticari GC-4-(Amano) enzim dolgu maddesinden baslayarak G. candidum
lipazinin saflastirilmasi i¢in iki agamali basit bir yontem de gelistirilmistir. Saflastirma
prosediirii; phenyl-Sepharose CL-4B hidrofobik etkilesim kolonunun ardindan Q-
Sepharose iyon degisim kromatografi kolonundan olusmaktadir. Bu asamadan sonra
saflagtirma katsayis1 13.2 oldu. Bu prosediirle bir tane saf lipaz elde edilirken baska
arastirmacilar tarafindan iki adet lipaz bulunmustur (Sugihara vd., 1990, Jacobsen vd.,
1989). Bu asamada lipaz aktivitesinin %50’ sinin kaybolmasi muhtemelen lipazin
birinin hidrofobik etkilesim kolonu esnasinda uzaklastirilmasindan kaynaklanmaktadir

(Spener vd., 1991).

1.8.1.3.10. Fusarium Lipazlari

Bir¢ok c¢alisma, Fusarium spp.lipazin saflagtirllmasinda kullanilabilicegini
gostermektedir (Shimada vd., 1993; Nagao vd., 1996; Bandmann vd., 2000). Fusarium
spp. YM-30 ekzolipazi ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve DEAE-Toyopearl
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650 M, CM-Toyopearl 650 M ve butyl-Toyopearl 650 M kromotografi kolonlarini
iceren bir prosediirle saflastirilmistir. Saflastirilan lipazin molekiil agirligi SDS-PAGE
ile 12 kDa, 6zgiilliigii ise mono-ve diasilgliseroller i¢in yiiksek Triasilgliserollerin igin
ise diisiik olarak tespit edilmistir (Mase vd., 1995).

1.8.1.3.11. Humicola Lipazlari

Hiicre dist Humicola lanuginosa (simdiki adi Thermomyces lanuginosus) lipazi
aseton ¢Oktiirmesi ve ardindan da Sefadeks G-75, DEAE-Sepharose CL-6B ve
hidroksiapatit kolonlar1 kullanilarak saflagtirilmistir (Omar vd., 1987). Enzim %15
verimle 150 kat saflastirilmistir. Saflastirilan enzim, poliakrilamid jel elektroforez
tizerinde tek bir protein bandi gostermistir. Enzimim molekiil agirhgmm hem SDS-
PAGE hem de jel filtrasyon Sefadeks G-100 tizerinde 39 kDa olarak tahmin edilmesi
enzimin 6.6 pl degerine sahip bir monomer oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica
Taylor(1989), H. lanuginosa ‘dan lipazi1 kivriml bir filtre kapsiil igeren akrilik mikro-
gozenekli zarlarla kismi olarak adsorpsiyon ile saflagtirmistir. Lipaz pH 9.0 (0.2 M
Na,CO3) icerisinde desorpsiyon ile tamamen geri kazanilmis, ultra-siizme ile konsantre
edilmis ve dondurularak kurutulmustur. Orijinal lipaz aktivitesinin yaklagik dortte biri
donmus-kurutulmus bir toz halinde kalmistir. Preparat Sefadeks G-75 kromatografisi ile

daha fazla saflastirilmistir.

Boominathan vd. (1995) H. lanuginosa lipazinin saflastirilmasi iizerinde PEG'in
molekiil agirliginin etkisini incelemis ve istenilen proteinin toplam proteine oraninin
degisik pH’ larda disiik ortalama molekiiler agirligina sahip PEG’ ler kullanilarak

gelistirilmis oldugunu bulmuslardir.
1.9. Lipaz I¢eren Organizmalar ve Yapilan Calismalar

Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen lipazlarin pH, sicaklik, molekiil agirligi,
termostabilitesi ve diger fizikokimyasal parametreleri farklilik ve benzerlik

gostermektedir. Baz1 mikroorganizmalardan saflastirilan lipaz enzimini saflastirma

yontemleri ve saflagtirilan enzimin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 11° de verilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

Bu c¢aligmada enzim kaynagi olarak Erzurum’un Ilica ilgesi kaplicasindan Atatiirk
Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii arastirmacilart
tarafindan izole edilen ve yeni bir termofilik bakteri Geobacillus stearothermophilus
AH22 (Adigiizel vd., 2009) susu kullanildi.
2.2. Yontem

2.2.1.Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan tiim cihazlar, ftretici firmalar ve modelleriyle birlikte

markalar1 Tablo 12” de verilmistir.

Tablo 12. Calismalarda kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz Adi Firma Model
Spektrofotometre Shimadzu UV-1601UV-Visible
Protein Elektroforezi Bio-RAD Mini Protean Tetra Cell

Santrifiyj
Saf Su Cihazi

Kuru Hava Banyolu
Inkiibator

Su Banyolu Calkalayict
pH Metre

Otoklav

Hava Banyolu Calkalayici
Buz Makinesi

Vorteks

Terazi

Steril Kabin

Giig¢ Kaynagi

ThermoFisher Scientific
SartoriusStedim Biotech
JEIO TECH

Memmert

Thermo Scientific
Tomy

Barnstead/ Lab-Line
Hoshizaki

Velp Scientifica
Precisa

Tezsan

Thermo Scientific

Heraeus Multifuge 3 SR+ Centrifuge
Arium 61316 ProUV
S1-600

WNB 7-45

ORION 3 Star pH Benchtop
SS-325

MaxQ Mini 4450 Shaker
FM-80EE

Vortex Mixer

XB 220A

EC 300 XL
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2.2.2. Kullanilan Kimyasallar

Tez kapsamimda kullanilan kimyasallar ve markalar1 asagidaki tabloda verilmistir

(Tablo 13).

Tablo 13. Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalari.
Firma Adi Kimyasal Adi

Sigma /Aldrich CH3COOH, Glisin, NaOH, Folin Reaktifi, PMSF, 3,5, p-

Chem.Co(St.Louis.MO.USA) Nitrofenil asetat, p-Nitrofenil biitirat, p-Nitrofenil oktaonat,
p-Nitrofenil laurat, p-Nitrofenil palmitat, Fast Red TR. 1-
Naphtylacetate, Triton X-100, Tris- Base.

Merck CH3;COONa, MOPS, Na,CO; Na-K Tartarat, NaHSO;,

A.G(Darmstadt,Germany) Pepton, Akrilamid, Tris, Mg,SO,;, CuSO4.5H,0, APS,
TEMED, EDTA, 2-Merkaptoetanol, MgCl,, BaCl,, CaCl,,
MnC|2, N|C|2, HgC|2, ZnC|2, COCIz, NaCI, FeCIQ, CUCIz,
NaOH, NaClO,, NasPO,, NaNs;, NaCN, NaCl, Na,HPO,,
Na,B,0;, Na,COs;, NaAc, Na,CO,, NaNO;, NaHCO;,
Na,SO,, Na,SO; NaCgH;N,O;, NaHSO,, Bromofenol
mavisi, SDS, Katesin,

Pharmacia DEAE Seliiloz, Sefadeks G-150ve G-25 kolon dolgu
maddeler,

Conda Pronodisa Pepton

Ambresco BSA

Fermentas Protein markiri

Himedie Agar

2.2.3. Kullanilan Cozeltiler

2.2.3.1. Tampon Cozeltiler ve Hazirlamislari

1. Asetat Tamponu (50 mM, pH 4.0): 0.205 g sodyum asetat yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N asetik asit ile ile 4.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

2. Asetat Tamponu (50 mM, pH 5.0): 0.205 g sodyum asetat yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N asetik asit ile ile 5.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

3. MOPS Tamponu (50 mM, pH 6.0): 0.52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda
¢ozildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 6.0’ ya ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
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tamamlandi.

4. MOPS Tamponu (50 mM, pH 7.0): 0.52 g MOPS yaklasik 45 mL saf suda
¢oOziildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 7.0’ ye ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

5. Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8.0): 0.3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N HCI ile 8.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

6. Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9.0): 0.3028 g Tris yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N HCI ile 9.0’ a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

7. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
coziildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 10’ a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

8. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 11.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’ st 1 N NaOH ile 11’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

9. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 12.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45 mL saf suda
¢oziildiikten sonra pH’ st 1 N NaOH ile 12’ ye ayarlanarak hacmi 50 mL’ye

tamamlandi.

2.2.3.2. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. Lowry A Cozeltisi (0.1 N NaOH i¢inde %2 (a/h) Na,CO3 ): 0.4 g NaOH ve 2 g
Na,COs saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti +4
°C’de saklandu.

2. Lowry B Cozeltisi (%1 CuSO4.5H,0 ¢ozeltisi): 1 g CuSO,4.5H,0 saf suda ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢6zelti +4 °C’ de saklandi.

3. Lowry C Cozeltisi (%2 Na-K Tartarat Cozeltisi): 2 g Na-K tartarat saf suda ¢oziiliip
hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirland: ve ¢ozelti +4 °C’ de saklandi.

4. Lowry D Cozeltisi: 1 kistm Lowry B ve lowry C karistirilarak hazirlandi.

5. Lowry E Cozeltisi: 0.5 mL Lowry D ile 25 mL Lowry A karistirilarak hazirlandi.

6. Sigir Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi (1mg/mL): 5 mg BSA saf suda ¢6ziiliip hacmi

5 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢ozelti +4 °C’ de saklandi.
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7. 0.1 N NaOH iginde %0.1 (a/h) SDS Cozeltisi: 0.4 g NaOH ve 0.1 g SDS saf suda

¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlandi ve ¢6zelti +4 °C’ de saklandi.

2.2.3.3. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezinde

10.

11.

Kullanilan Cozeltiler

Ayirma Jeli Tamponu (1.5 M Tris-HCI): 5.4225 g Tris baz1 200 mL saf suda
coziilerek, pH’ s1 8.8’¢ ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandu.
Cozelti +4 °C’ de saklandi.

Yigma Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI ): 0.2850 g Tris bazt 200 mL saf suda
coziilerek, pH’ s1 6.8’ e ayarlanip hacmi 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
Cozelti +4 °C’ de saklanda.

SDS Cozeltisi (%10): 10 g SDS saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlandi.
Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi (% 10): 1 g APS saf suda ¢oziiliip hacmi 10
mL’ ye tamamlanarak hazirland1 ve ¢ozelti -20 °C’ de saklandi.
N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED): Satin alindig1 sekliyle kullanildi.
Akrilamid/Bisakrilamit  Cozeltisi  (%30): 29.20 g akrilamid ve 0.80 ¢
N,N’-metilenbisakrilamid saf suda ¢oziiliip hacmi 100 mL’ ye tamamlandi ve
¢oOzelti +4 °C’ de saklandi.

Gliserol Cozeltisi (%80): 80 mL gliseroliin hacminin saf suyla 100 mL’ ye
tamamlanmasi ile hazirlandi.

Bromofenol Mavisi (0.1): 10 mg bromofenol mavisinin saf suda ¢oziiliip hacminin
10 mL’ ye tamamlanmasiyla hazirlandu.

SDS-PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL pH 6.8 1 M Tris-HCI, 400 uL %10 SDS,
100 puL %0.1 bromofenol mavisi, 250 uLL %80 gliserol ve 60 puL 2-merkaptoetanol’
{in karistirlmasiyla hazirland: ve kiigiik kisimlara ayrilarak, -20°C  de sakland.
SDS-PAGE Yiiriitme Tamponu: 7.20 g Tris ve 1.50 g glisin yaklasik 480 mL saf
suda coziildiikten sonra 10 mL SDS (%10) c¢ozeltisi ilave edildi. pH 8.3 e ayarland1
ve ¢ozelti hacmi 500 mL’ ye tamamlandi.

Dogal PAGE Yiikleme Cozeltisi: 150 pL pH 6.8 1 M Tris-HCI, 100 pL %0.1
bromofenol mavisi, 250 uL %80 gliserol ve 460 pL saf suyun karigtirilmasiyla

hazirland ve kiiciik kisimlara ayrilarak, -20 °C de sakland.
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12.

13.

14.

Dogal PAGE Yiiriitme Tamponu: 7.2 g Tris ve 1.5 g glisin yaklasik 490 mL saf
suda ¢ozildiikten sonra pH 8.3’e¢ ayarlandi ve ¢ozelti hacmi 500 mL’ye
tamamlandi.

Jel Boyama Cozeltisi: 1 g Coomassie Brillant Blue-R250° nin 62.5 mL glasiyel
asetik asit ve 93.5 mL metanol i¢inde ¢ozlilmesiyle hazirlandi.

Boya Uzaklastirma Cozeltisi: 100 mL glasiyel asetik asit, 400 mL metanol ve 600
mL saf su karistirilarak hazirlandi.

Substrat Boyama Cozeltisi;

Renaturasyon ¢ozeltisi: %5’ lik (a/h) Triton-X 100° iin pH 7.5 0.1 M Tris-HCI
igerisindeki ¢ozeltisidir.

A ¢ozeltisi: 8 mg a-naftil asetat 2 mL asetonda ¢oziildiikten sonra {izerine 18 mL
0.1 M Tris tamponu (pH 7.5) ilave edildi.

B ¢ozeltisi: 20 mg Fast Red TR tuzu 20 mL 0.1 M Tris tamponunda (pH 7.5)

¢Ozildii.

2.2.3.4. Sivi ve Kat1 Besiyerleri

Luria-Bertani Besiyerinin (LB) Hazirlanmasi: 10 g tripton, 5 g maya ekstragi ve

5 g NaCl yaklasik 980 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’ s1 1IN NaOH ile 7.5° e

ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1 L’ye tamamlanarak 121 °C’de ve 1.1 atm

basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd., 1989).

Luria-Bertani Agar Besiyerinin (LB Agar) Hazirlanmasi: 10 g tripton, 5 g maya

ekstrakti ve 5 g NaCl ve 15 g agar yaklagik 980 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’ s1

AN NaOH ile 7.5’ e ayarlandi. Daha sonra ¢ozeltinin hacmi 1 L’ye tamamlanarak 121
°C’ de ve 1.1 atm basing altinda 20 dakika bekletilerek steril edildi (Maniatis vd., 1989).
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2.2.4. Deneysel Calismalar

2.2.4.1. Geobacillus stearothermophilus AH22 Susunun Biiyiitiilmesi

Geobacillus stearothermophilus AH22 susu Luria-Bertani Besiyeri (LB)
ortaminda 55 °C‘ de 16 saat boyunca biiyiitiildii. Elde edilen kiiltiir sogutmali (4 °C)
ultrasantrifiijde 18.000 g’ de 10 dakika santrifiijlenerek bakteriler ¢oktiiriildii.
Coktiiriilen bu bakteriler sonikatdrde pargalanip lipaz kaynagi olarak kullanilmak iizere

-20 °C ‘ de buzdolabina konuldu.

2.2.4.2. Hiicre i¢i Lipazin Eldesi

Bakteri ¢okelegi 50 mM pH 7.5Tris tamponunda siispanse edildi. Elde edilen
siispansiyon sonikatorde 5 dakika boyunca pargalandi. Pargalama isleminden sonra elde
edilen homojenat sogutmali santrifiijde 18.000 g’ de 4 °C’ de 30 dakika boyunca
santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan ham lipaz kaynagi olarak kullanildi. Gerekli

enzim aktivitesi bakildi ve protein tayini yapildiktan sonra hesaplamalar yapildi.

2.2.4.3. Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Lipaz aktivitesi pNPA (p-nitrofenil asetat), pNPB (p-nitrofenil butirat), pNPO (p-
nitrofenil oktaonat), pNPL (p-nitrofenil laurat) substratlar1 varliginda spektrofometrik
olarak belirlendi. Substratlarin asetonitril igerisinde 10 mM konsantrasyonunda
hazirlanmis ¢ozeltisi, etil alkol ve 50 mM fosfat tamponu ile (pH 7.5) 1:4:95 (h/h/h)
oraninda karigtirilarak substrat karistmi hazirlandi. Bu karisimdan 980 plL alindi ve
igerisine 20 pL enzim ¢ozeltisi ilave edildikten sonra oda sicakliginda absorbans
degisimleri 405 nm dalga boyunda olgiildii. Aktivite oda sicakliginda dakikada 1 pmol
p-nitrofenol agiga cikarrmak icin gerekli enzim miktar1 olarak belirlendi ve 6zgiil

aktivite mg protein basina diigen aktivite olarak hesaplandi.

58



2.2.4.4. Saflagtirma Asamalari

2.2.4.4.1. Sicaklik EtKisi ile Proteinlerin Coktiiriilmesi

Sonikasyon sonrasi elde edilen ham enzim kaynagi 50-90 °C arasi sicakliklarda
15 dakika ve 30 dakika olmak iizere su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
1s1yla beraber denatiire olan proteinleri ¢oktiirmek i¢in +4 °C* de 18.000 g’ de 10 dakika
santrfiij edildi. Santrifiijden sonra her bir 6rnegin silipernatan kisminda aktivite ve

protein tayini yapilarak uygun sicaklik ve inkiibasyon stiresi belirlendi.

2.2.4.4.2. Dietilaminoetil-Seliiloz (DEAE-Seliiloz) Kolonu

Is1 soku sonrast lipaz igeren protein karigimi 25 mM Tris tamponunda (pH 8.0) ile
onceden dengeye getirilen DEAE-Seliiloz kolonuna tatbik edildi. Kolon 0- 200 mM
NaClI iceren Tris tamponuyla (pH 8.0) 50 ser birim artan tuz gradiyenti olusturularak
yikandi. Ayrilan fraksiyonlar 5 mL' lik hacimler olarak toplandi. Her bir fraksiyonda
protein ve aktivite tayini yapildi. Aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirilerek Amicon
Ultracel Membran 10.000 MWCO Milipore (+4 °C, 4000 g) ile konsantre edildi.
Konsantre edilen enzim ¢6zeltisinde aktivite ve protein tayini yapilarak 6zgiil aktivite

hesaplandi.

2.2.4.4.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi

2.2.4.4.3.1. Sefadeks G-150 Kolonu

Jel filtrasyon kromatografisi i¢in 60 cm x 3 cm ebatlarinda bir kolon ve kolon
dolgu maddesi olarak Sefadeks G-150 kullanildi. Sefadeks G-150 boncuklari pH 10.0
0.1 M olan NaHCO3 tamponunda sisirildikten sonra 50 mM fosfat tamponuna (pH 7.5)
tamponu i¢ine alindi. Dolgu malzemesi ve kullanilan tiim ¢ozeltilerin gaz1 bir vakum
pompasi yardimiyla alindiktan sonra Sefadeks G-150 dolgu malzemesi pastor pipeti
yardimiyla dikkatlice kolona yiiklendi. Yiikleme isleminin ardindan kolon 1 L pH 7.5
50 mM fosfat tamponunun gegirilmesiyle dengeye getirildi. Sonra kolonun akis hiz1 0.5

mL/dak olacak sekilde ayarlanip DEAE-Selilloz kolonunda aktivite gosteren
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fraksiyonlardan toplanan enzim ¢ozeltisi kolona yiiklendi. Proteinleri eliie edebilmek
icin kolondan protein ¢ikisi sona erene kadar denge tamponu gegirildi. Kolondan ¢ikan
eliatlar 6’sar mL’ lik fraksiyonlar halinde ayr1 ayri tiiplerde toplandi. Toplanan
eliiatlarda 280 nm dalga boyunda &lgiim yapildi. Protein gozlenen tiiplerde aktivite
Olciimii yapildi. Aktivite gozlenen eliiatlarda protein miktarin1 belirlemek amaciyla
protein tayini yapildi. Lipaz aktivitesinin yiiksek oldugu ve protein igerigi olarak da
benzerlik gosteren eliiatlarda dogal elektroforezi yapildi. Aktivite gosteren eliiatlar
birlestirildi. Elde edilen enzim eliiatlari, Amicon Ultracell Membran 10.000 MWCO
Milipore (+4 °C, 4000 g) kullanilarak deristirildi. Konsantre isleminden sonra elde

edilen ¢ozelti tekrardan ayn1 kolona yiiklendi ve ayni1 islemler tekrar edildi.

2.2.4.4.3.2. Sefadeks G-25 Kolonu

Sefadeks G-150 kolonunun aktivite gosteren fraksiyonlart Amicon Ultracell
Membran 10.000 MWCO Miilipore ile konsantre edildikten sonra Sefadeks G-25 tatbik
edildi. Biitiin fraksiyonlarda aktivite ve protein tayinleri yapildi. Aktivite gOsteren

fraksiyonlar elektroforez yapilarak benzer profil gosterenler birlestirilip konsantre
edildi.

2.2.4.5. Protein Tayini

Protein tayini Lowry metoduna gore yapildi (Lowry vd., 1951) ve protein
standardi olarak Sigir Serum Albiimini (BSA) kullamildi. Kalibrasyon grafigi
cizebilmek amaciyla hazirlanan BSA ¢ozeltisinden (1 mg/mL) deney tiiplerine sirastyla
10, 20, 30, 40 ve 50 pL konuldu. Bu sekilde tiiplerde BSA’ nin nihai konsantrasyonu
20, 40, 60, 80 ve 100 puL olmas1 saglandi. Standart iceren tiiplerin disinda ham enzim
kaynagindan, amonyum stlfatla ¢oktiiriilen ve amikon filtreden gegirilen protein
karisimindan ve saf proteinden ayr1 bir deney tiipiine 5 pL ilave edildi. Standartlarin ve
ornegin son hacimlerini 500 pL tamamlayacak sekilde 0.1N NaOH igindeki %0.1 (a/h)
SDS ¢ozeltisinden ilave edilip vortekslendi. Her bir tipe 1 mL Lowry E ¢ozeltisi (%2
sodyum-potasyum tartarat, %1 CuS04.5H,0 ve 0.1N NaOH igerisinde %2 Na,COz3)
ilave edilip vortekslendikten sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Standartlara ve

numuneye saf su ile 1:1 oraninda seyreltilmis olan Folin Reaktifi’nden 100 pL ilave
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edildi ve karanlik ortamda 30 dakika inkibe edildi. 650 nm’de absorbanslar okundu.

Kalibrasyon grafigi cizilerek 6rneklerdeki protein konsantrasyonu hesaplandi.

2.2.4.6. Elektroforez

Saflasmanin derecesini belirlemek i¢in %10° lik dogal-PAGE ve molekiil
agirligini belirlemek igin %12’ lik SDS-PAGE yapildi.

2.2.4.6.1. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS-PAGE, Sambrook ve arkadaslarma (1989) gore %5’ lik y1gma jeli ve %12’
lik ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 14).

Hazirlanan jel karisimi plakalar arasina yiiklendikten sonra tanka yerlestirildi ve
tank SDS yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Kuyucugun birine enzimin molekiil
agirligint belirlemek amaci ile molekiil agirliklart 10-250 kDa arasinda degisen
proteinleri igeren standart protein ¢ozeltisi yiikklendi. Daha sonra diger her bir kuyucuk
yaklagik 40 pg protein icerecek sekilde dogal SDS-PAGE yiikleme boyasi ile karistirildi
ve kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatildi. Bu sayede iic boyutlu yapisi bozulan

proteinler Hamilton siringasi kullanilarak kuyucuklara yiiklendi.

Tablo 14. SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan bilesenler ve oranlari.

%5’lik Yigma Jeli %12’ luk Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,7 4,0
%30 Akrilamid/bisakrilamid 0,67 3,3
1.0 M Tris (pH 6.8) 0,5 ---
1.5 M Tris (pH 8.8) --- 2,5
%10 SDS 0,04 0,1
% 10 APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004

Elektroforez {iinitesi buz dolu bir kabin i¢ine yerlestirilerek, proteinler, yigma
jelinden ¢ikana kadar 20 mA’de, daha sonra da boya ayirma jelinin alt kismina gelene
kadar yaklasik olarak 1-1.5 saat 25 mA’ de yiriitiildii. Tanktan ¢ikarilan jel iizerine jel
boyama ¢ozeltisi ilave edildi ve 3 saat boyunca boyamaya birakildi. Boyanan jel,
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boyanin fazlasini uzaklastirmak ve protein bantlarin1 goriiniir hale getirmek amaciyla

boya uzaklastirma ¢ozeltisi ile yikandi.

2.2.4.6.2. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Dogal PAGE)

Dogal PAGE, SDS igermeyecek sekilde hazirlanan %5’ lik yigma jeli ve %10’ uk
ayirma jeli kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 15).

Tablo 15. Dogal-PAGE de kullanilan bilesenler ve oranlari.

%35’ lik Y1gma Jeli %10’ luk Ayirma Jeli
Bilesenleri (mL) Bilesenleri (mL)
Saf su 2,7 3,1
% 30 Akrilamid/bisakrilamid 0,67 3,3
1.0 M Tris (pH 6.8) 0,5 ---
1. M Tris (pH 8.8) --- 2,5
% 10 APS 0,04 0,1
TEMED 0,004 0,004

Jel SDS-PAGE’ de oldugu gibi ancak SDS icermeyecek sekilde hazirlandiktan
sonra tanka yerlestirildi ve tank dogal PAGE yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Her bir
kuyucuk yaklasik 40 ug protein igerecek sekilde dogal PAGE yiikleme ¢ozeltisi ile
karistirildi ve Hamilton siringasi kullanilarak kuyucuklara ytiklendi. Elektroforez {initesi
buz dolu bir kabin i¢ine yerlestirilerek, boya yigma jelinden ¢ikana kadar 20 mA’ de,
daha sonra da boya ayirma jelinin alt kismina gelene kadar yaklasik olarak 1-1.5 saat 25

mA’de yiiriitiildii.
2.2.4.6.3. “Fast Red” ile Substrat Boyama

%12’ lik SDS-PAGE yapildiktan sonra 1 saat 60 °C’de renatiirasyon ¢ozeltisinde
bekletildi. Daha sonra renatiire edilmis %12’ lik SDS-PAGE jeli ve %10’luk dogal-

PAGE jeli de 60 °C’ de Fast Red A ve B ¢ozeltilerinin karisiminda (1:1) 30 dakika

bekletildi. Kirmizi-kahverengi bantlarin varligi bir lipaz varligin1 géstermektedir.
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2.2.4.6.4. “Coommassie Blue R 250” ile Boyama

Fast Red boyamasindan sonra elektroforetik jeller dogrudan Coommassie Blue R
250 ¢ozeltisi ile boyandi. Boylece biitiin proteinlere ait bantlarin varligi gozlendi. %10’
lik dogal-PAGE ile saflastirma asamalarindaki saflagtirma derecesi belirlendi. %12’ lik
SDS-PAGE jeli tizerinde ise standartlarla karsilagtirilarak mevcut lipazin molekiil

agirligi belirlendi.

2.2.4.7. Kismi Olarak Saflastirtlan Geobacillus stearothermophilus AH22 Lipazimin
Biyokimyasal Karekterizasyonu

Lipazin kinetik 6zelliklerini arastirmak igin, belirlenen en iyi substrat kullanilarak
enzimin en iyi aktivite gosterdigi optimum pH ve sicaklik degerleri; 1s1l ve pH
kararliligi; protein miktarinin ve metal iyonlarinin aktivite iizerine etkisi incelendi.

Ayrica farkli substratlar i¢in Viaks V& Kiy degerleri tayin edilerek hesaplandi.

2.2.4.7.1. pH’ 1n Etkisi

G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi, pH’in bir fonksiyonu olarak
farkli pH’larda hazirlanan tampon ¢ozeltilerle ve substrat olarak p-nitrofenil asetat, p-
nitrofenil biitirat, p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat kullanilarak belirlendi.
Bunun i¢in, 50 mM konsantrasyonda hazirlanan; pH 4.0-5.0 arasinda Asetat tamponu,
pH 6,0-7,0 arasinda MOPS tamponu, pH 8.0-9.0 arasinda Tris-HCI tamponu ve pH
10.0-12.0 arasinda Glisin-NaOH tamponlart kullanildi. Tespit edilen optimum pH
degerinden faydalanilarak substrat konsantrasyonunun, protein miktarmnin ve diger

parametrelerin enzim aktivitesi lizerine etkisi incelendi.

2.2.4.7.2. Sicakhgn Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirleyebilmek amaciyla, 10 °C’lik
artiglarla 10-80 °C araliginda sicaklik degerlerinde Ol¢limler yapildi. Tampon ve
substrat ¢ozeltisi karigimlari, belirlenen optimum pH degerinde ve belirtilen sicaklik
araliginda 15 dakika inkiibe edildi. Elde edilen sonuglar sicakligin fonksiyonu olarak

grafige aktarildi. Grafikte gozlenen tek pik optimum sicaklik degeri olarak alindi.
63



2.2.4.7.3. Protein Konsantrasyonunun EtkKisi

G. stearothermophilus AH22 lipazinin konsantrasyonunun degistirilmesiyle
enzim aktivitesinin degisimini incelemek ve aktivenin en yiiksek oldugu optimum
protein miktarini belirlemek amaciyla, 6nceden belirlenen optimum pH ve sicaklikta ve
sabit substrat konsantrasyonunda proteinin degisen miktarlarma karsilik (0.5-100

ng/mL) aktivite degisimi Ol¢iildii ve grafige gecirildi.

2.2.4.7.4. Substrat Konsantrasyonunun EtkKisi

Enzimin aktivite gosterdigi en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla, oda sicakliginda ve daha onceden belirlenen optimum pH ve protein
konsantrasyonunda enzim aktivitesi p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil biitirat, p-nitrofenil
oktaonat ve p-nitrofenil laurat substratlarinin degisen miktarlarina (0.01-1 mM) karsi
belirlendi. Enzim konsantrasyonu ise protein miktar1 reaksiyon karisimlarinda nihai
konsantrasyon 30 pg/mL olacak sekilde ayarlandi. Diger parametrelerin belirlenmesinde
Olgiilen en yiiksek hiz degerindeki substrat konsantrasyonu kullanildi. Elde edilen
veriler grafige gecirilerek Lineweaver-Burk egrisi yardimiyla her bir substrat i¢in K, ve

Vmaks degerleri hesaplandi.

2.2.4.7.5. Isil Kararhligin incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligin1 incelemek amaciyla enzim; oda sicakligi, 40, 60, 70, 80
°C ve 90 °C sicakliklarda enzimin aktivitesine bagli olarak toplam 15 giine kadar
degisen siirelerde inkiibe edildi. Bu siirelerin bitiminde optimum sartlar altinda aktivite
tayini yapildi. Geobacillus stearothermophilus AH22 lipazinin kalan yiizde aktivitesi

inkiibe edilmemis enzimle yapilan 6lgiimle kiyaslanarak hesaplandi.

2.2.4.7.6. pH Kararhliginin Incelenmesi

Enzimin pH kararliligin1 incelemek amaciyla, enzim 50 mM konsantrasyonunda
pH 4-10 arasinda enzim-tampon karigimlart +4 °C’ de 30 giin boyunca inkiibe

edildikten sonra optimum sartlar altinda aktivite tayinleri gerceklestirildi. Ay sekilde
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hazirlanan ancak inkiibasyona birakilmamis enzim-tampon karigimlarinin optimum

sartlar altinda aktiviteleri bulunarak ytlizde kalan aktiviteler hesaplandi.

2.2.4.7.1. AH, AS ve AG Degerlerinin Hesaplanmasi

2.2.4.7.1.1. Hiz Sabitinin Hesaplanmasi

k= - In (At /Ao) 1)

zaman(saniye)

k = Hiz sabiti (s
At = Kalan aktivite (1sitma isleminden sonraki enzim aktivitesi)

Ao = Isitma igsleminden dnceki enzim aktivitesi
2.2.4.7.1.2. Aktivasyon Enerjisinin (Ea) Hesaplanmasi
Ink= C-Ea/RT ()
2. esitlik yardimiyla Ea bulunur.
k = hiz sabiti (s
Ea = aktivasyon enerjisi (J mol™)
R =8.3145 Jmol*K™
T = Kelvin sicaklik (°K)
Bu esitligi y = mX + n seklinde diisiiniildigii takdirde In k = (-Ea/R) 1/T + C olur.

Sayet In k, y ekseni; 1/T, X eksenini olusturacak sekilde grafik ¢izildiginde egim —Ea/R

olacaktir. Bu dogrunun egiminden Ea degeri hesaplanir.

65



2.2.4.7.1.3. Serbest Enerjinin (AG) Hesaplanmasi
AG" = RT In (KT/K) 3

AG" = Gibbs serbest enerji degisimi (J mol™)
R =8.3145 Jmol'K™*

T  =Kelvin sicaklik (°K)

K = Hiz sabiti

2.2.4.7.1.4. Entalpi (AH) Degisiminin Hesaplanmasi

AH* = Ea—RT (4)
AH" = Entalpi degisimi (J mol™)

2.2.4.7.1.5. Entropi (AS) Degisiminin Hesaplanmasi

AS* = (AH" - AGH)IT ®)
AS" = Entropi degisimi (J mol™ K™)

2.2.4.7.2. Bazi Kimyasallar, Deterjanlar, Anyonlar ve Metal iyonlarlnln Enzim
Aktivitesi Uzerine Etkisi

G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi {izerine bazi metal iyonlarinin
etkisini incelemek amaciyla, Ba2+, Mg2+ , Mn?* , Hg2+ , Ni%* , zZn?t , Cca®* , C02+, Fe?* ve
cu® iyonlarinin klortir tuzlarmin 100 mM’ lik stok c¢ozeltileri kullanildi. Metal
iyonlarmin reaksiyon karigimlarinda nihai konsantrasyonlar1 0.1, 0.5 ve 1.0 mM olacak
sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. EDTA nin

enzim aktivitesi lizerine etkisi de ayn1 konsantrasyonlarda ¢alisildi.

G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi ilizerine bazi anyonlarin etkisini
incelemek amaciyla OH', ClO4, NO,', N3, CN’, CI', B,O/%, C,0,%, NO3, SO,%, SO57,

CH3COO, WO42' ve HSO3™ anyonlarinin sodyum tuzlarinin 100 mM’ lik stok ¢ozeltileri
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kullanildi. Anyonlarin reaksiyon karigimlarinda nihai konsantrasyonlar1 0.1, 0.5 ve

1.0 mM olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi.

G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi iizerine bazi deterjanlarin etkisini
incelemek amaciyla Triton X-114, Triton X-100, Tween 80 ve SDS kullanildi. Bu
deterjanlarin 50 mM' lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. Yiizey aktif maddelerin reaksiyon
karisimlarinda nihai konsantrasyonlar1 0-30 mM arasinda olacak sekilde ilave edilerek,

oda sicakliginda ve optimum pH’da aktivite tayinleri yapildi.

Ayrica B-merkaptoetanol (B-ME) nihai konsantrasyonlari sirasiyla 0.1, 0.5 ve
1.0 mM olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi.
Metal iyonu, anyon, deterjan ve kimyasal icermeyen karigimin aktivitesi elde edilen
sonuglarla kiyaslanarak % bagil aktiviteler hesaplandi. Ote yandan inhibitdr etkisini
incelemek {izere orlistat, katesin, katekol, propil paraben, p-kumarik asit, 3,4- dihidroksi
hidrosinamik asit ve PMSF kullanildi. Bu maddelerin reaksiyon ortaminda farkli

konsantrasyonlariyla calisilarak enzim aktivitesini yariya diisiiren madde miktarlar

(ICsp) belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1. intraseliiler Lipazin Eldesi

Luria-Bertani Besiyeri (LB) ortaminda 55 °C* de 16 saat boyunca biiyiitiilen G.
stearothermophilus AH22 susu sogutmali santrifijde 10.000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlenerek bakteriler ¢oktiiriildiikten sonra pH 7.5 50 mM fosfat tamponunda
stispanse edilerek sonikatorde 5 dakika boyunca parg¢alandi. Par¢alama isleminden sonra
elde edilen homojenat sogutmali santrifiijde 18.000 g’ de 4 °C’de 30 dakika boyunca
santrifiij edildi ve 100 mL siipernatan elde edildi. Elde edilen ham enzim kaynaginin
protein igerigi 9.32 mg/mL ve o6zgiil aktivitesi ise 0.22 EU/mg protein olarak bulundu
(Tablo 16) .

3.2. Saflastirma Asamalari

3.2.1. Sicaklik Etkisi ile Proteinlerin Coktiiriilmesi

Sonikasyon sonrasi elde edilen enzim kaynagi 50-90 °C arasi sicakliklarda 15
dakika ve 30 dakika olmak tizere su banyosunda inkiibe edildi. Ardindan 1s1yla beraber
denatiire olan proteinleri ¢oktiirmek icin santrifiij edildi. Santrifiijjden sonra her bir
Ornegin siipernatan kisminda aktivite ve protein tayini yapilarak uygun sicakligin 70 °C
ve inkiibasyon stiresinin 30 dakika oldugu belirlendi. Uygun sicaklikta yapilan 1s1
muamelesinden sonra yapilan protein tayini ve aktivite ¢aligmalarinda protein miktari
6.5 mg/mL, 6zgil aktivitesi 0.28 EU/mg protein ve enzimin saflastirma katsayisi 1.3
olarak belirlendi (Tablo 16).

3.2.2. Dietilaminoetil-Seliiloz (DEAE-Seliiloz) Kolonu

Is1 soku sonrasi lipaz igeren protein ¢ozeltisi pH 8.0 25 mM Tris tamponu ile
dengeye getirilmis olan DEAE- Seliiloz kolonuna tatbik edildi. Kolon 0- 200 mM NaCl
igeren pH 8 Tris tamponuyla 50 ser birim artan tuz gradiyenti olusturularak yikandi.
Ayrilan fraksiyonlar 5 mL' lik hacimler olarak toplandi. Her bir fraksiyonda protein ve

aktivite tayini yapildi ve 6-24 arasi fraksiyonlarda aktivite gozlendi (Sekil 6). Aktivite
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gosteren fraksiyonlar birlestirilerek Amicon Ultracell Membran 10.000 MWCO
Milipore ile konsantre edildi. Konsantre edilen enzim ¢ozeltisinde aktivite ve protein
tayini yapilarak protein miktar1 2.6 mg/mL ve 6zgiil aktivitesi ise 1.2 EU mg™ olarak
hesaplandi (Tablo 16).
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Sekil 6. DEAE- Seliiloz kolonu sonrasi toplanan fraksiyonlarin protein igerigi ve
ozgil aktivite degerleri.

3.2.3.Jel Filtrasyon Kromatografisi

3.2.3.1. Sefadeks G-150 Kolonu

Dengeye getirilmis Sefadeks G-150 kolonuna DEAE- Seliiloz kolonunda aktivite
gosteren fraksiyonlarin birlestirilmesiyle elde edilen 29 mL enzim ¢ozeltisi yiiklendi.
Kolondan protein ¢ikisi sona erene kadar denge tamponu olan pH 7.5 50 mM fosfat
tamponu gecirildi. Kolondan ¢ikan eliiatlar 6” sar mL’ lik fraksiyonlar halinde ayr1 ayri
tiiplerde toplandi. Toplanan eliiatlarda 280 nm dalga boyunda 6lgiim yapildi. Ayrica her
bir fraksiyon i¢in protein ve aktivite caligmalari yapildi. 21-31 arasindaki fraksiyonlarda
aktivite gozlendi. Protein yogunlugunun fazla oldugu fraksiyonlarda aktivitenin de

yiiksek oldugu gozlendi. Protein igeren diger fraksiyonlarda aktivitenin olmamasi
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saflagtirma i¢in enzim dist proteinlerin bir kisminin uzaklastirildigini gostermektedir
(Sekil 7). Lipaz aktivitesinin yiiksek oldugu eliiatlarda protein elektroforezi yapildi.
Elekroforez sonrasi benzer protein bantinin gozlendigi eliiatlar birlestirildi. Amicon
Ultracell Membran 10.000 MWCO Milipore kullanilarak konsantre edilen enzim
¢ozeltisinde protein miktar1 2.32 mg/mL ve dzgiin aktivitesi ise 2.3 EU mg™ protein
olarak hesaplandi (Tablo 16) . Konsantre isleminden sonra elde edilen ¢ozelti tekrardan

ayni1 kolona yiiklendi ve ayni1 iglemler tekrar edildi.
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Sekil 7. Sefadeks G-150 kolonu sonrasi toplanan fraksiyonlarin protein igerigi ve
ozgiil aktivite degerleri.

3.2.3.2. Sefadeks G-25 Kolonu

Sefadeks G-150 kolonu sonrasi konsantre edilen enzim ¢ozeltisi Sefadeks G-25
kolonuna tatbik edildi. Biitin fraksiyonlarda aktivite ve protein tayinleri yapildi.
Aktivite gosteren fraksiyonlar elektroforez yapilarak benzer profil gosterenler
birlestirilip konsantre edildi ve 11 mL enzim ¢ozeltisi elde edildi. Protein yogunlugunun
azaldigr 15-21 nolu Fraksiyonlarda aktivitenin yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 8).
aktivitenin yiiksek oldugu tiipler birlestirildikten sonra Amicon Ultracell Membran
10.000 MWCO Milipore kullanilarak konsantre edildi. Konsantre edilen enzim
¢ozeltisinde protein miktart 0.91 mg/mL ve 6zgiil aktivitesi ise 3.96 EU mg™ protein
olarak hesaplandi (Tablo 16).
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Sekil 8. Sefadeks G-25 kolonu sonrasi toplanan fraksiyonlarin protein igerigi ve 6zgiil
aktivite degerleri.

Saflastirma asamalarinda ham enzim oziitiiniin ve uygulanan kromatografik
yontemlerde elde edilen tiim enzim ¢ozeltilerinin protein miktarlar1 Lowry yontemiyle

belirlenip 6zgiil aktiviteleri hesaplandi (Tablo 16).

Tablo 16. G. stearothermophilus AH22’ ten kismi olarak saflastirilan lipaz enzimine ait
saflastirma tablosu.

Hacim Protein Toplam Aktivite(EU/mL) Toplam Ozgiil Saflagtirma  Verim(%)

(mL) (mg/mL) Protein Aktivite Aktivite Katsayis1
(mg) (EV) (EU/mg
protein)

Ham Enzim 100 9,32 932 2,01 201 0,216 1 100
Oziitii
Is1 Soku 95 6,5 617,5 18 171 0,28 1,3 85
sonras1 (70
°C de 30 dk)
DEAE- 30 2,6 78 3,15 94,5 1,21 5,6 47
Seliiloz
Sefadeks G- 13 2,32 30,2 5,375 69,875 2,31 10,7 34,7
150
Sefadeks G- 12,5 1,37 17,125 41 51,25 2,99 13,85 255
150 2.
Yiikleme
Sefadeks G- 11 0,91 10 3,60 39,6 3,96 18,3 19,7
25
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Ayrica uygulanan bu kolonlardan bagka da enzim igeren protein c¢ozeltisi
hidrofobik bir kolon olan octyl-sepharose kolonuna tatbik edildi. Fakat toplanilan
fraksiyonlarin higbirinde aktivite gozlenmedi. Bu nedenden dolayr bu kolon

saflastirilma asamalarindan ¢ikarild.

3.2.4.Elektroforez ve Substrat Boyamasi

SDS-PAGE Sambrook vd. (1989) gore %5’ lik yigma jeli ve %12’ lik ayirma jeli
kullanilarak gerceklestirildi (Tablo 14). Saflastirma asamalarindan alinan her bir 6rnek

bir kuyucuga tatbik edildi. Kullanilan standart proteinler referans alinarak molekiil
agirlig yaklasik 26 kDa olarak belirlendi (Sekil 9).

kba S 1
250
150

100

70
50 -
40

Ll

30
— «—26 kDa

20 -
15

10

Sekil 9. SDS-PAGE Elektroforezi
S: Standart; 1: Ham enzim ¢0zeltisi.

%10’ lik PAGE yapildiktan sonra jel 60 °C de Fast Red substrat boyama ¢ozelti
karisiminda 30 dakika bekletildi. Kirmizi-kahverengi bantlarin varligi lipaz enziminin

aktivitesinin varligin1 gostermektedir (Sekil 10 A).

Fast Red boyamasindan sonra elektroforetik jel dogrudan Coommassie Blue R
250 ¢ozeltisi ile boyandi. Boylece biitiin proteinlere ait bantlarin varligr gozlendi.
Kuyucuklardaki bantlara bakildiginda saflastirilma asamalarinda proteinlerin biiyiik bir

kisminin uzaklastirldig: fakat tam olarak bir saflagtirma degil de kismi bir saflagtirmanin
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gerceklestigi gozlendi (Sekil 10 B).

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
. R 1 .
r ‘ 3
R B
-
L
oo.." P

A B

Sekil 10. A: Substrat Boyamasi, B: Dogal PAGE elektroforezi.
1: Ham enzim ¢ozeltisi; 2: Is1 soku sonrasi (30 dak. 70°C); 3: DEAE Seliiloz
kolonundan sonra birlestirilmis fraksiyonlar; 4: Sefadeks G-150 kolonundan
sonra birlestirilmis fraksiyonlar; 5:2. Sefadeks G-150 kolonundan sonra
birlestirilmis fraksiyonlar; 6: Sefadeks G-25 kolonundan sonra birlestirilmis
fraksiyonlar.

3.2.5.Enzimin Biyokimyasal Karekterizasyonu

3.2.5.1. pH’ n Etkisi

G. stearothermophilus AH22 lipazinin optimum pH degeri farkli pH’larda
hazirlanan tampon ¢o6zeltilerle ve substrat olarak p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil biitirat,
p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat kullanilarak belirlendi. Elde edilen veriler
grafige gecirildi. Optimum pH degerleri p-nitrofenil asetat i¢in 8-9 arasi, p-nitrofenil
biitirat i¢in 8-9, p-nitrofenil oktaonat i¢in 8- 10 arasi ve p-nitrofenil laurat i¢in ise 10-11
aras1 olarak belirlendi. Genel olarak bakildiginda p-nitrofenil laurat hari¢ diger
substratlarda optimum pH’in 8-9 civarinda oldugu goézlendi (Sekil 11-14). pH 10’ dan

sonra ise substratlarin kendiliginden hidroliz oldugu gézlendi.
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Sekil 11. p-Nitrofenil asetat substrati varliginda enzim aktivitesi iizerine

pH’ 1n etkisi.
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Sekil 12. p-Nitrofenil biitirat substrat1 varliginda enzim aktivitesi lizerine

pH’ 1n etkisi.
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Sekil 13. p-Nitrofenil oktaonat substrat1 varliginda enzim aktivitesi tizerine
pH’ 1n etkisi.
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Sekil 14. p-Nitrofenil laurat substrati varliginda enzim aktivitesi lizerine
pH’ 1n etkisi.

75




3.2.5.2. Sicakh@n Etkisi

Enzim aktivitesi {izerine sicakligin etkisini belirleyebilmek amaciyla, 10 °C’ lik
artiglarla 10-80 °C araliginda sicaklik degerlerinde Ol¢limler yapildi. Tampon ve
substrat ¢ozeltisi karigimlari, belirlenen optimum pH degerinde ve belirtilen sicaklik
araliginda, p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat substratlart kullanilarak yapilan
15 dakika inkiibasyon sonucunda elde edilen veriler sicakligin fonksiyonu olarak
grafige aktarilarak her iki substrat i¢in optimum sicaklik degeri belirlendi. Optimum
calisma sicakligi p-nitrofenil oktaonat i¢in 50 °C, p-nitrofenil laurat i¢in ise 60 °C
olarak belirlendi (Sekil 15-16). p-nitrofenil oktaonat substrati i¢in 40 ve 60 °C’ de
aktivitenin yaklasik %80’ i, 30 °C’ de yaklasik %60° 1, 70 °C’ de ise %50’ sinin
korundugu gozlendi (Sekil 3.9). p-nitrofenil laurat i¢in 40 ve 70 °C’ de aktivitenin
yaklagik %70’ i, 50 °C’ de ise %80’ inin korundugu gozlendi (Sekil 15).

100 1  p-Nitrofenil Oktaonat

80
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40

Bagil Aktivite (%)
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O T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Sicaklik (°C)

Sekil 15. p-Nitrofenil oktaonat substrat1 varliginda enzim aktivitesi lizerine
sicaklhigin etkisi.
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Sekil 16. p-Nitrofenil laurat substrati varliginda enzim aktivitesi lizerine
sicakligin etkisi.

3.2.5.3. Protein Konsantrasyonunun Etkisi

G. stearothermophilus AH22 lipazinin konsantrasyonunun degistirilmesiyle
enzim aktivitesinin degisimini incelendi. Aktivenin en yiiksek oldugu optimum protein
miktarini belirlemek amaciyla, 6nceden belirlenen optimum pH ve oda sicakliginda
sabit substrat miktarina karsilik proteinin degisen miktarlara karsilik (0.5-100 pg/mL)
aktivite degisimi grafige gecirilerek enzimin en iyi aktivite gosterdigi protein miktari

75ug/mL olarak belirlendi (Sekil 17).
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Sekil 17. Enzim aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisi.

3.2.5.4. Substrat Konsantrasyonunun EtkKisi

Enzimin aktivite gosterdigi en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek
amactyla, daha dnceden belirlenen oda sicakliginda ve optimum pH'da enzim aktivitesi
farklt substratlarin degisen miktarlarina (0.01-1.0 mM) karsi belirlendi. Enzim
konsantrasyonu ise reaksiyon karisimlarinda nihai protein konsantrasyon 30 pg/mL
olacak sekilde ayarlandi. Substrat olarak p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil biitirat, p-
nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat kulanildi. Lineweaver-Burk egrisi yardimiyla
her bir substratin Ky Ve Vmaks degerleri hesaplandi. Ky, degerleri p-nitrofenil asetat igin
0.156 mM, p-nitrofenil biitirat i¢cin 0.018 mM, p-nitrofenil oktaonat i¢in 0.190 mM ve
p-nitrofenil laurat igin 0.55 mM olarak bulundu. Vmaks degerleri ise sirasiyla 0.52 EU
mg*, 1.03 EU mg™, 0.72 EU mg ' ve 0.15 EU mg* olarak belirlendi (Sekil 18-21).
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Sekil 18. G. stearothermophilus AH22 lipazi igin p-nitrofenil asetat substrati
varliginda Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 19. G. stearothermophilus AH22 lipazi i¢in p-nitrofenil biitirat substrati
varliginda Lineweaver-Burk egrisi.
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Sekil 20. G. stearothermophilus AH22 lipazi igin p-nitrofenil oktaonat substrati
varliginda Lineweaver-Burk egrisi.

120 -

100 - P-Nitrofenil Laurat

80 1

60 -
y = 3,5889x + 6,5433
R?=0,9675
40 A

1/V (mg protein / EU)

20 1

o

T \v) T T T T T 1

-5 ]l 5 10 15 20 25 30
-20

1/S (1/mM)

Sekil 21. G. stearothermophilus AH22 lipazi igin p-nitrofenil laurat substrati
varliginda Lineweaver-Burk egrisi.

80



3.2.5.5. Isil Kararhihgin incelenmesi

Enzimin 1s1l kararliligimi incelemek amaciyla enzim; oda sicakligi, 40, 60, 70, 80
ve 90 °C sicakliklarda enzimin aktivitesine bagli olarak 15 dakikadan 15 giine kadar
degisen siirelerde inkiibe edildi. Bu siirelerin bitiminde optimum sartlar altinda aktivite
tayini yapildi. G. stearothermophilus AH22 lipazinin kalan yiizde aktivitesi inkiibe
edilmemis enzimle yapilan 6lgiimle kiyaslanarak hesaplandi. 40 ve 50 °C’ lerde 15 giin
inkiibasyon sonucunda enzimin aktivitesini hemen hemen tamamini, oda sicakliginda
ise 1 giinlin sonunda yaklasik % 70’ ini, 5 giliniin sonunda % 65’ ini ve 15 giliniin
sonunda % 60’ 11 korudugu goézlendi. (Sekil 22). 60 °C’ de 48 saat sonunda
aktivitesinin yaklasik %80’ ini kaybetmistir (Sekil 23). 90 ve 80 °C’lerde 15 dakika
sonunda enzimin aktivitesinin yaklasik % 93’ini, 70 °C’ de ise 15 dakika sonunda

yaklagik % 68’ ini kaybettigi gozlendi (Sekil 24).
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Sekil 22. G. stearothermophilus AH22 lipazinin oda sicaklig, 40 ve 50 °C’ deki
1s1l kararlilik egrisi.
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Sekil 23. G. stearothermophilus AH22 lipazinin 60 °C’deki 1s11 kararlilik egrisi.
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Sekil 24. G. stearothermophilus AH22 lipazinin 70, 80 ve 90 °C’deki
1s1l kararlilik egrisi.
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3.2.5.6. pH Kararhhginin incelenmesi

Enzimin pH kararliligini incelemek amaciyla, enzim 50 mM konsantrasyonunda
pH 4-10 arasinda enzim-tampon karisimlar1 +4 °C’ de 30 giin boyunca inkiibe
edildikten sonra optimum sartlar altinda ve p-nitrofenil biitirat substrati varliginda
aktivite tayinleri yapildi. G. stearothermophilus AH22 lipazinin genis bir pH araliginda
yiiksek kararlilik gosterdigi gézlendi (Sekil 25). 1 giiniin sonunda pH 5.0 ve 7.00° de
enzimin baslangictaki aktivitesinin %90’ nin korundugu, diger biitiin pH degerlerinde
ise hemen hemen tamaminin korundugu gozlendi. 5 giiniin sonunda pH 4.0, 5.0, 6.0 ve
7.0’ de enzimin baslangi¢ aktivitesinin yaklasik %80’ inin, pH 8.0, 9.0 ve 10.0’ da ise
tamamina yakininin korundugu belirlendi. 10 giiniin sonunda pH 4.0, 5.0 ve 6.0’ da
baslangictaki aktivitenin yaklasik % 65’ i, pH 7.0’ de %80’ i, pH 8.0, 9.0 ve 10.0’ da ise

tamamina yakininin korundugu gézlendi.
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Sekil 25. G. stearothermophilus AH22 lipazinin +4 °C’ deki pH kararliliginin zamana
gore degisimi grafigi.
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3.2.5.7. AH, AS ve AG Degerlerinin Hesaplanmasi
G. stearothermophilus AH22 lipazinin Ea degeri p-nitrofenil biitirat substrati
varliginda 129520.4 J mol™ olarak hesapland: ve termodinamik verilerden de 50 °C’ ye

kadar kararli oldugu tespit edildi (Tablo 17).

Tablo 17. G. stearothermophilus AH22 lipazina ait termodinamik parametreler.

# # #
Sicaklik (°K) k(s AG 1 AH 4 AS_l 1
(J mol™) (J mol™) (3 mol”K™)
298 2,00x10” 295589 127043 -566
313 2,00 x10”7 310595 126918 -587
323 5,00 x10°7 323063 126835 -608
333 2,00 x10°® 336988 126752 -631
343 5,00 x10™ 362937 126669 -689
353 2,00 x10™ 370914 126586 -692
363 4,00 x10™ 383597 126502 -708

3.2.5.8. Baz1 Kimyasallar, Detarjanlar, Anyonlar ve Metal iyonlarlnln Enzim
Aktivitesi Uzerine Etkisi

G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi {izerine bazi metal iyonlarinin
etkisini incelemek amaciyla, Ba2+, Mg2+, Mn2+, ng+, Ni2+, Zn2+, Ca2+, C02+, Fe* ve
Cu?" iyonlarinin 0.1, 0.5 ve 1.0 mM"' lik konsantrasyonlarinda ¢alisildi. iclerinde etkili
bir sekilde enzim aktivitesini ng+ ve Zn** iyonlar1 hari¢ diger katyonlarin enzim
aktivitesini farkli miktarlarda artirdigr gozlendi. Zn** iyonlarinin 0.1 mM"  lik
konsantrasyonunda %26.3, 0.5 mM' lik konsantrasyonunda %37.8 oraninda inhibe
ettigi belirlendi. 0.1 mM Hg* iyonu varhginda enzim aktivitesinin %56 smi
korunurrken 0.5 mM Hg?* iyonu varliginda ise enzim aktivitesinin % 27.8’siini
korunmaktadir. Mn?* iyonun 0.1 ve 0.5 mM' hk konsantrasyonunda aktiviteyi sirasiyla
% 35 ve 36 oraninda artirtig1 tespit edildi. EDTA’nin ise enzim aktivitesini genel olarak

artirdigi belirlendi (Tablo 18).
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Tablo 18. Bazi metal iyonlarinin G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi
tizerine etkisi.

Metal iyonlar: Bagil Aktivite (%)

0.1 mM 0.5 mM 1 mM
Kontrol 100 100 100
Mn®* 135 136 98
ca® 105 119 91,5
cu®* 158 121 125
Ba®* 112 124 153
Co?* 145 127 152
Zn* 72,7 62,2 99
Fe?* 122 103 96,8
Ni?* 105 124 83,5
Mg** 104,5 120,7 93,8
Hg** 56 27,8 29,1
EDTA 105 119 106

G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi tizerine bazi anyonlarin etkisini
incelemek amaciyla OH', ClO4, NO,', N3, CN’, CI', B,O7%, C,0,%, NO3, SO,%, SO5?,
CHs;COO’, WO, ve HSOsz anyonlarinin  kullanildi.  Anyonlarin  reaksiyon
karisimlarinda nihai konsantrasyonlar1 0.1, 0.5 ve 1.0 mM olacak sekilde ilave edilerek,
anyon igermeyen reaksiyon karisimiin aktivitesi ile kiyaslanarak % bagil aktiviteler
hesapland1 ve optimum sartlar altindaki bagil aktiviteleri Tablo 19 ‘de verildi. Iyonlarm
0.1 mM’ lik konsantrasyonlarinin varligindaki aktvitelere bakildiginda SO3? anyonunun
%26 oraninda inhibe ettigi, ClO4 iyonunun %22 oraninda aktiviteyi artirdigi, CI°
iyonunu ise aktiviteyi etkilemedigi gozlendi. 0.5 mM' lik iyon konsantrasyonunda OH"
anyonunun % 23’ liik, CN"ve HSOj3 anyonlarinin % 22’ lik bir inhibisyon sagladigi,
SOz> anyonunun % 28’ lik, Ns anyonunun %27’ lik aktivite artisina neden oldugu,
C2042', CI', CH3COO" ve NO;" anyonlarinin ise aktiviteyi ¢ok az etkiledigi ya da hig
etkilemedigi goriildii. 1 mM N3 anyonunun aktivitede % 30’ luk bir artig sagladigi, 1
mM NO, ve HSOj3; anyonlarmin sirastyla % 17 ve 15’ lik bir oranda inhibe ettigi, 1
mM CI°, CH;COO", WO42' ve 803'2 anyonlarinin ise aktiviteyi ¢cok az etkiledigi veya
hi¢ etkilemedigi gozlendi.
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Tablo 19. Bazi anyonlarin G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi tizerine

etkisi.
Bagil Aktivite (%0)
Anyonlar
0.1 mM 0.5 mM 1 mM
Kontrol 100 100 100
clos 122 103 111
cr 100 100 100
CH3COO 99 101 99
NO; 89 82 102
S0,? 93 113 116
N 85 127 130
C,0,7 100 110 112
HSO5 80 78 85
Wo,* 83 87 97
S0 74 128 97
B,O;? 81 96 104
OH 116 77 88
CN’ 82 78 93
NO, 99 98 83

Inhibitdr etkisi olan bazi kimyasallar ve bazi yiizey aktif maddelerin G.
stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi tizerine etkisini belirlemek amaciyla; serin
inhibit6rii olan PMSF, SH-grubu (tiyol grubu) inhibitérii olan B —merkaptoetanol (2ME),
katesin, katekol, propil paraben, p-kumarik asit, 3,4- dihidroksi hidro sinamik ve lipazin
bilinen etkili inhibitorii olan orlistat, ylizey aktif madde olarak da; Triton X-114, Triton
X-100, Tween 80 ve SDS kullanildi. Kimyasal ve deterjan igermeyen reaksiyon
karisimin aktivitesi ile kiyaslanarak % bagil aktiviteler hesaplandi (Tablo 20). B-
merkaptoetanol (B-ME) nihai konsantrasyonlari sirasiyla 0.1, 0.5 ve 1.0 mM olacak
sekilde ilave edilerek, oda sicakliginda aktivite tayinleri yapildi. Buna gore (-

merkaptoetanol enzim aktivitesini genel olarak artirdig1 gozlendi (Tablo 20).
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Tablo 20. Baz: deterjanlar ve kimyasallarin G. stearothermophilus AH22 lipazinin
aktivitesi tizerine etkisi.

Bazi yiizey aktif Konsantrasyon Bagil Bazi ylizey aktif ~ Konsantrasyon Bagil
maddeler ve (mM) Aktivite (%) maddeler ve (mM) Aktivite (%)
kimyasallar kimyasallar
Kontrol - 100 Kontrol - 100
Triton X-114 2,0 67 PMSF 0,5 69,5
10,0 47 1,0 63
20,0 23 2,0 43
Triton X-100 15 85 Katekol 1,0 80
7,5 57 5,0 62
15,0 37 10,0 48
Tween-80 0,8 65 Katesin 0,05 59
4,0 45,6 0,1 31
8,0 245 0,25 235
SDS 3,0 31 Propil paraben 0,5 51,5
15,0 20 1,0 42
30,0 12 2,0 29
B-merkaptoetanol 0,1 114 p-Kumarik acid 0,5 64
0,5 107 1,0 53
1,0 106 2,0 375
Orlistat 0,004 68 3,4-dihydroxy 1,0 80
0,008 51 hydro- cinnamic 25 43
0,01 455 acid 5.0 23

Ayrica inhibitor etkisi incelenen orlistat, katesin, propil paraben, p-kumarik asit
3,4- dihidroksi hidro sinamik asit ve PMSF” ye ait ICsy degerleri sirasiyla 0.0085 mM,
0.06 mM, 0.5 mM, 1.25 mM, 1.7 mM ve 1.6 mM olarak hesaplandi (Tablo 21). Buna

gore en etkin inbisyon 6zelligi orlistata ait oldugu gozlendi.

Tablo 21. Lipaz iizerinde inhibitor etkisi olan bazi1 kimyasallarin ICsy Degerleri.

Kimyasal Adi 1Csy Degerleri (mM)
Orlistat 0,0085
Katesin 0,06
Propil paraben 0,5
p-Kumarik asit 1,25
3,4- Dihidroksi hidro sinamik asit 1,7
PMSF 1,6
Katekol 8,5
Triton X-114 8,4
Triton X-100 9,3
Tween-80 3,2
SDS 1,2
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Yapilan bu ¢alismada Erzurum ilindeki Ilica kaplicalarindan izole edilen ve yeni
bir termofilik bakteri olan G. stearothermophilus AH22 susundan lipaz enzimi 1s1 soku
ve kromatografik yontemler kullanilarak kismi olarak saflastirildi ve enzimin

biyokimyasal 6zellikleri ile kinetik parametreleri belirlendi.

Mikrobiyal kaynakli lipazlarin saflastirilmasi i¢in farkli kromatografik teknikler
kullanilmaktadir. Lipazlarin saflastirilmasinda kullanilan 6nemli tekniklerden bazisi
iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisidir. Iyon degisim kromatografisinde
proteinler, verilen pH degerindeki net yiiklerine gore ayrilirlar. Matriks, proteinlerle
elektrostatik ¢ekimlerine gore iliski kurar (Scopes, 1994). Bu kromatografik yontem
birgok arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir (Hiol vd., 1999; Brush vd., 1999). Jel
filtarasyon kolon kromatografisi ise proteinleri molekiil biytkliiklerine gore
ayirmaktadir. G. stearothermophilus AH22 susundan intraseliiler 100 mL ham enzim
kaynagi alinarak on saflastirma islemi olarak 70 °C ‘de 1s1 soku uygulandi. Santrifiijden
sonra elde edilen protein ¢ozeltisi sirasiyla iyon degisim kromatografisi kolonu olarak
DEAE-Seliiloz, jel filtrasyon kromatografi kolonu olarak da Sefadeks G-150 ve
Sefadeks G-25 dolgu maddelerinin yiiklendigi kolonlara tatbik edildi ve enzim bu
kromatografik yontemler kullanirak kismi saflastirildi. Ham enzim kaynaginda enzimin
ozgiil aktivitesi 0.216 EU mg™" protein, 1s1 muamelesi sonras1 0.28 EU mg™ protein,
iyon degisim kolonu DEAE-Seliiloz sonrast 1.21 EU mg™ protein, jel filtrasyon
kolonlar1 Sefadeks G-150 sonras1 2.31 EU mg™ protein, 2. Sefadeks G-150 sonras1 2.99
EU mg™ protein ve son olarak da Sefadeks G-25 sonrasi 3.99 EU mg™ protein olarak
bulundu (Tablo 16). Bu sonuglara gore enzim % 19.7 verimle 18.3 kat saflastirildi.
Bacillus stearothermophilus MC 7 den lipaz enzimi ultrafiltrasyon isleminden
Sefadeks G-200 ve DEAE-Seliiloz kolonlari kullanilarak %10.2 verimle 19.25 kat
saflagtirilmistir (Kambourova vd., 2003). Pseudomonas luteola’dan lipaz enzimi
ayirma isleminin ardindan sirasiyla DEAE kolonu, aseton ¢oktiirme ve Toyopearl HW-
55F exlusion kolunu asamalar1 kullanilarak %16 verimle 17 kat saflastirilmistir

(Litthauer vd., 2002).
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Uygulanan kromotografik saflastirma islemlerinden sonra elde edilen enzim eliiatt
elektroforetik olarak analiz edildi. Hazirlanan %10’ luk dogal poliakrilamid jel
elektroforezine enzim eliatinin tatbik edilmesi, o-naftil asetat-Fast Red substrat
boyamasi ve ardindan da Commassie Brillant Blue R-250 ile boyanmasi sonucu mevcut
protein bantlarinda azalma enziminin kismi olarak saflastirildigint desteklemektedir
(Sekil 10 B). Hazirlanan %10’ luk dogal poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edilen
saf enzim eliiatinin a-naftil asetat-Fast Red substrat boyamasi sonucu goézlenen

kahverengi bantlar lipaz enzimi oldugunun bir isaretidir ( Sekil 10 A).

Lipazlarin molekiil agirliklart 11 ile 92 kDa arasinda degisen proteinlerdir ve tek
polipeptid zincirinden olusur (Kraulis, 1991; Lawson vd., 1994; Schmid ve Verger,
1998, Tablo 11). Molekiil agirhigi 11 kDa olan lipaz Mortieralla alliacea susundan
(Jermsuntiea vd., 2011), 92 kDa lipaz enzimi ise Pseudomonas gessardii susundan
(Ramani vd., 2010) saflastirilmistir (Tablo 11). Ayrica SDS-PAGE sonrasi ¢izilen
grafikten Geobacillus stearothermophilus AH22 susundan kismi olarak saflastirilan
lipaz enziminin molekiil kiitlesi yaklasik 26 kDa olarak bulundu(Sekil 9). Aspergillus
carneus’dan  saflastirilan lipazin molekiil agirligi 27 kDa (Saxena vd., 2003),
Thermomyces lanuginosus ve Amycolatopsis mediterranei DSM 43304° dan
saflastirilan lipaz enziminin molekiil agirhigi 33 kDa (Zheng vd., 2011; Dheeman vd.,
2011b), Pseudomonas stutzeri LC2-8 ve Rhizopus oryzae suslarindan saflastilinan
lipazin molekiil kiitlesi 32 kDa (Hiol vd., 2000; Cao vd., 2012), Aeromonas caviae
AUO04 susundan saflagtirilan lipazin molekiil agirligi 39 kDa (Velu vd. , 2012), Bacillus
coagulans BTS-3’dan saflastirilan lipaz enziminin molekiil agirhig: 31 kDa (Kumar vd.,
2005), Mucor sp. ve Pseudomonas luteola’dan saflagtirilan lipazin molekiil agirlig 42
kDa (Abbas vd., 2002; Litthauer vd., 2002), Penicillium sp. DS-39 (DSM 23773),
Bacillus stearothermophilus P1 ve Geoacillus sp. SBS-4S’dan saflastirilan lipazin
molekiil agirhig 43 kDa (Dheeman vd., 2011a; Sinchaikul vd., 2001; Tayyab vd., 2011)
Mucor hiemalis f. Hiemalis lipazinin molekiil agirhigi 49 kDa (Hiol vd., 1999),
Staphylococcus sp. ve Yarrowia lipolytica’dan saflastirilan lipazin molekiil agirligi 38
kDa (Daoud vd., 2013; Yu vd., 2007) ve Bacillus thermocatenulatus susundan
saflastirilan lipazin molekiil agirligi ise 40 kDa (Rua vd., 1997) olarak bulunmusstur
(Tablo 11). G. stearothermophilus AH22 susundan kismi olarak saflastirilan lipaz

enziminin molekiil kiitlesi bu sonuclarla uyumludur.
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Optimum pH degeri enzim aktivitesinin ifade edilmesinde 6nemli bir faktordiir.
Enzimin endiistriyel olarak kulanildig1 bir¢ok alan mevcuttur. Enzimin pH’ ya duyarh
olmamasit ve optimum pH degeri endiistride daha kolay kullanilmasini saglar.
Bakteriyal lipazlar pH 4.8 asidik bir optimum pH'ya sahip P. fluorescens SIK W1 lipazi
hari¢ alkali veya nétral pH'da aktivite gosterirler. Ancak Bacillus stearothermophilus
SB-1, B.atrophaeus SB-2 ve B. licheniformis SB-3 suslarindan elde edilen lipazlar pH
3-12 araliginda aktivite gosterir. B. licheniformis MTCC-10498 i¢in maksimum lipaz
tretimi pH 7.5’da gozlenmistir (Bradoo vd., 1999; Litthauer vd., 2002; Sharma vd.,
2012). G. stearothermophilus AH22 susundan kismi olarak saflastirilan lipaz igin
aktivitenin pH’ya olan baglhiligi pH 4.0-12.0 araliginda p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil
biitirat, p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat substratlar1 kullanilarak yapilan
aktivite tayiniyle incelendi ve inceleme sonucunda enzimin en iyi aktiviteyi p-nitrofenil
asetat i¢in pH 9.0’ da, p-nitrofenil biitirat i¢in pH 8.0-9.0’da, p-nitrofenil oktaonat igin
pH 9.0°da ve p-nitrofenil laurat icin ise pH 10.0 ve 11.0 arasinda gosterdigi gozlendi
(Sekil 11-14). pH’nin enzim aktivitesi tizerine etkisini gosteren bu grafiklere gore
enzimin asidik pH’ larda ¢ok diisiik aktivite gosterdigi hatta hi¢ aktivite gostermedigi
ve hafif alkali pH’larda p-nitrofenil substratlarini hidroliz etme yeteneginin daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte literatiirde yapilan incelemelere gére Bacillus
cereus C71’dan saflastirilan lipaz i¢in optium pH degeri 9.0 olarak belirlenmis ve
enzimin pH 7.5 ile 9.5 arasinda aktivitesinin % 70’inden fazlasini korudugu tespit
edilmistir (Chen vd., 2007). Li vd. (2014) tarafindan Pseudomonas stutzeri PS59
susundan saflastirilan lipaz i¢in optimum pH 8.5 olarak tespit edilmis ve enizimin pH
8.0 ve 9.0’ da aktivitesinin % 90 ’in1 korudugu, pH 7.0 ve 10.0° da ise aktivitesinin
%50 sinden fazlasimi kaybettigi rapor edilmistir (Li vd., 2014). Yapilan diger
caligmalara gore Pseudomonas stutzeri LC2-8 ve Bacillus sphaericus MTCC 7542
lipazlart i¢in optimum pH degeri 8.0 olarak belirlenmistir (Cao vd., 2012; Tamilarasan
ve Kumar, 2012). Bu veriler dogrultusunda G. stearothermophilus AH22 lipazi

optimum pH bakimindan literatiirle uyumlu oldugu sdylenilebilir.

Bakteriyal lipazlarin genellikle optimum aktivite gosterdigi sicaklik 30-60 °C
araligindadir. G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesinin sicaklikla degisimi p-
nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat substratlar1 kullanilarak 10-80 °C araligindaki

sicaklik degerlerinde incelendi (Sekil 15-16). Aktivite; p-nitrofenil oktaonat substrati
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icin 10 °Cden 50 °C’ ye kadar, p-nitrofenil laurat substrati i¢in ise 10 °C’ den 60 °C’ ye
kadar lineer bir sekilde artarak maksimum seviyeye ulastigi gozlendi. p-nitrofenil
oktaonat substrati icin maksimum aktivitenin 60 ve 70 °C¢ de 6nemli bir kisminin (%75
ve %50), p-nitrofenil laurat substrati igin ise 70 °C*° de 6nemli bir kisminin (%71)
korundugu goriildii. 70 °C* den sonra her iki substrat i¢cin de ani bir diisiisle %20-30
seviyelerine inmistir. p-nitrofenil oktaonat substrati i¢in 30, 40,60 ve 70 °C
sicakliklarda maksimum aktivitenin sirastyla %66, 82, 75 ve 50’sini korudugu goriildii.
Lipaz aktivitesinin biiyiik bir kisminin oldukg¢a genis bir sicaklik araliginda korunmus
olmasi, bu enzimin 30’ dan 70 °C’ ye kadar herhangi bir sicaklikta kolaylikla
kullanilabilecegini ve gesitli endiistriyel uygulamalar agisindan biiyiik avantajlara sahip
oldugunu gostermektedir. Literatiirde kayitli farkli ¢aligmalardaki lipazlarm optimum
sicakligr G. stearothermophilus AH22 lipazi ile benzerlik gostermektedir. Mortieralla
alliacea lipazinin optimum sicakligt 50 °C (Jermsuntiea vd., 2011), Pseudomonas
luteola, Bacillus coagulans BTS-3, Bacillus stearothermophilus P1 ve Staphylococcus
aureus lipazlarinin optimum sicakligi 55 °C (Litthauer vd., 2002; Kumar vd., 2005;
Sinchaikul vd., 2001; Sarkar vd., 2012), Bacillus thermoleovorans ID-1, Geoacillus sp.
SBS-4S, Amycolatopsis mediterranei DSM 43304 ve Thermomyces lanuginosus
lipazlarinin optimum sicakligi 60 °C (Lee vd., 2001; Tayyab vd., 2011; Dheeman vd.,
2011b; Zheng wvd., 2011) oldugu belirlenmistir. Bunlarin  disinda  farkli
mikroorganizmalardan saflagtirilan lipazlarin optimum sicakliklar1 20 °C (Li vd., 2014;
Cai vd., 2009; Liu vd., 2008; Florczak vd., 2013; Chen vd., 2007, Tablo 1.11) ile 80 °C
(Chen wvd., 2007; Rata vd., 1997, Masomian vd., 2012, Tablo 11) arasinda
degismektedir. Bu veriler dogrultusunda G. stearothermophilus AH22 lipazinin

termofilik olarak davrandigi sdylenebilir.

G. stearothermophilus AH22 lipazi i¢in aktivitenin protein konsantrasyonuna
baglilig1 incelendiginde 75 pg/mL’ lik konsantrasyona kadar reaksiyon karisimindaki
enzim miktarinin aktiviteyi arttirdigr goriildii (Sekil 17). Daha yiiksek konsantrasyon
degerlerinde ise lipaz aktivitesinin enzim miktarindan bagimsiz oldugu ve maksimum
enzim miktarina ulasildiktan sonra aktivitenin enzim miktarindan etkilenmedigi

belirlendi.
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G. stearothermophilus AH22 lipazi i¢in en uygun substrat konsantrasyonunu
belirlemek amactyla protein konsantrasyonu sabit tutularak degisen konsantrasyonlarda
substrat iceren bir dizi reaksiyon karisiminda aktivite dlgtimleri yapildi. Substrat olarak
p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil biitirat, p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat
kullanildi. Bu substratlar i¢in elde edilen verlerle Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi
(Sekil 18-21) ve Ky, ve Vimaks degerleri hesaplandi. Ky, degerleri p-nitrofenil asetat igin
0.156 mM, p-nitrofenil biitirat i¢in 0.018 mM, p-nitrofenil oktaonat i¢in 0.190 mM ve
p-nitrofenil laurat i¢cin 0.55 mM olarak bulundu. Vpas degerleri ise sirasiyla 0.52
EU mg™, 1.03 EU mg™, 0.72 EU mg™ ve 0.15 EU mg™ olarak belirlendi. K, degeri
enzimin substrata olan ilgisinin bir Olgiisiidiir ve ne kadar kii¢iikk olursa enzimim
substrata olan ilgisinin o kadar biiyiik oldugunu gosterir. Bu sonuglara gore kullanilan
substratlar igerisinde en kiiclik Ky degeri 0.018 mM olarak p-nitrofenil biitirata ait
oldugu i¢in enzimin bu substrata ilgisinin daha ¢ok oldugu soylenilebilir. Literatiirdeki
calismalar incelendiginde substrat olarak pNPL kullanildiginda, Bacillus sp.’den elde
edilen lipazin Ky, ve Vs degerleri sirastyla 0.5 mM ve 0.139 pM/min/mL (Nawani,
vd., 2006), Aureobasidium pullulans HN2.3 lipazinin 0.608 mM ve 0.039 mM dak™
(Liu vd., 2008), Anoxybacillus flavithermus HBB 134 lipazinin 83.47 uM ve 500
EU/mg protein olarak belirlenmistir. Substrat olarak p-nitrofenil palmitat (pNPP)
kullanilan ¢alismalarda Ky, ve Vimaks degerleri sirasiyla Amycolatopsis mediterranei DSM
43304 lipaz1 i¢in 0.099 mM ve 2.53 mmol dak™ mg™ (Dheeman vd., 2011b), Spirulina
platensis lipaz i¢in 0.02 mM ve 38.9 pmol dak™ mg™* (Saygideger Demir ve Tiikel,
2010), Mucor hiemalis f. corticola lipaz: i¢in 1.327 mM ve 91.11 pmol dak™ mg*
(Ulker ve Alpay Karaoglu, 2012), Bacillus stearothermophilus MC 7 lipaz1 igin
0.33 mM ve 188 uM dak™ mg™ (Kambourova vd., 2003), Burkholderia multivorans V2
lipaz1 i¢in 1.56 mM ve 5.62 pmol dak™ mg™ (Dandavate vd., 2009) ve Pseudomonas
aeruginosa PseA lipazi icin ise 70.4 mM ve 2.24 pmol dak™ mg™ (Gaur vd., 2008)
olarak bildirilmistir. Tayyab vd., (2011) substrat olarak p-nitrofenil asetat (pNPA)
kullanarak Geoacillus sp. SBS-4S lipazinin Ky, ve Viaks degerlerini sirasiyla 3.8 mM ve

2273 pmol dak™ mg™ olarak belirlemislerdir.

G. stearothermophilus AH22 lipazinin 1sil kararliligini incelemek amaciyla
enzim; 25, 40, 60, 70, 80 ve 90 °C sicakliklarda enzimin aktivitesine bagli olarak

toplam 15 giine kadar degisen siirelerde inkiibe edildi. Bu siirelerin bitiminde optimum
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sartlar altinda aktivite tayini yapildi. G. stearothermophilus AH22 lipaz kalan yiizde
aktivitesi inkiibe edilmemis enzimle yapilan 6l¢iimle kiyaslanarak hesaplandi. 40 °C’de
15 giin inkiibasyon sonucunda enzimin baslangig¢ aktivitesinin hemen hemen tamamini;
50 °C’de 10 giine kadar tamamini, 13. giinde % 83’ iinii, 15 giin sonunda ise % 69’unu
korudugu; 25 °C’ de ise 1 giiniin sonunda yaklasik %70’ ini, 5 giiniin sonunda % 65’
ini ve 15 giiniin sonunda %60’m1 korudugu gozlendi (Sekil 22). Enzimin bu
sicakliklardaki yiiksek kararliligi endiistriyel islemlerde kullanimi agisindan uygun bir
enzim oldugunu gostermektedir. 60 °C’ de 30 saat boyunca enzim baslangigtaki
aktivitesinin hemen hemen tamamini, 48 saat sonunda ise yaklasik %20’ini korumustur
(Sekil 23). 90 ve 80 °C’ lerde 15 dakika sonunda enzimin aktivitesinin yaklasik % 93’
ini, 70 °C de ise 15 dakika sonunda yaklasik % 68’ ini kaybettigi gézlendi (Sekil 24).
Termodinamik veriler incelendiginde enzimin 60 °C’ nin iizerinde {i¢ boyutlu yapisinin
bozulmasindan (denatiirasyon) dolayr aktivitesinin kaybettigi disiiniilmektedir (Tablo
17). Aeromonas caviae AU04 lipazinin 40 ve 50 °C’de 3 saat inkiibasyonundan sonra
sirastyla %98 ve 75 olarak aktivitesini korudugu gozlenmistir (Velu vd., 2012). Ote
yandan Amycolatopsis mediterranei DSM 43304 lipaz1 ise 50- 60 °C’ de 3 saat
inklibasyondan sonra yiiksek bir kararlilikla aktivitesinin %100’tinii korumustur
(Dheeman vd., 2011b). Spirulina platensis ‘dan saflastirilan lipazin 25, 35, 45 ve 55 °C’
de 24 saat inkiibasyondan sonraki kalan aktiviteleri sirasiyla %95, 45, 33 ve 25 olarak
bildirilmistir (Saygideger Demir ve Tiikel, 2010). Bu veriler dogrultusunda G.
stearothermophilus AH22 lipazinin diger mikroorganizmalardan elde edilen lipazlara

gore daha yiiksek 1s1l kararliliga sahip oldugu sdylenilebilir.

G. stearothermophilus AH22 lipazinin pH kararliligini incelemek amaciyla, enzim
50 mM konsantrasyonunda pH 4.0-10.0 arasinda enzim-tampon karigimlar1 +4 °C’de 30
giin boyunca inkiibe edilerek farkli zaman araliklarinda aktivite 6l¢iimleri yapildi. G.
stearothermophilus AH22 lipazinin genis bir pH araliginda yiiksek kararlilik gosterdigi
gozlendi (Sekil 23). 1 gilintin sonunda pH 5.0 ve 7.0° de enzimin baslangigtaki
aktivitesinin %90’nin korundugu, diger biitin pH degerlerinde ise hemen hemen
tamaminin korundugu goézlendi. 5 giliniin sonunda pH 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0’ de enzimin
baslangi¢ aktivitesinin yaklasik % 80’ inin, pH 8.0, 9.0 ve 10.0’ da ise tamamina
yakininin korundugu belirlendi. 10 giiniin sonunda pH 4.0, 5.0 ve 6.0’ da baslangictaki
aktivitenin yaklasik %65’ i, pH 7.0’ de %80’ i, pH 8.0, 9.0 ve 10.0’ da ise tamamina
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yakininin korundugu goézlendi. Enzimin genis bir pH araliginda kararli olmasi ve
ozellikle alkali pH’larda stabilitesini korumus olmasi nedeniyle deterjan endiistrisi igin

Oonemli bir potansiyele sahip oldugu sdylenebilir.

Metal iyonlari, proteinlerin ¢ogunda ii¢ boyutlu yapilarin olugsmasinda ve aktif
merkezde substratlarin katalizlerinde dogrudan veya dolayli olarak 6nemli rol
oynamaktadirlar. Baz1 enzimler, aktiviteleri i¢in kofaktor olarak metal iyonlarina ihtiyag
duyarlar. Bu sebeple metal iyonlar1 proteinler karsisinda farkli ligand ozellikleri
gosterebilir ve proteinlerin farkli bolgelerine baglanabilirler. Bunun sonucunda da
enzim aktivitesini farkli sekilde etkileyebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa vd., 2001).
Metal iyonlar katalitik isleme farkli yollarla yardimci olurlar; ya substrata baglanarak
reaksiyon i¢in onun dogru yonelimini saglarlar, ya da oksidasyon sayilarindaki
doniistimlii degisimlerle redoks reaksiyonlarina katilirlar ya da substratin negatif
yiikiinii elektrostatik olarak kararli hale getirirler (Uslan, 1997). G. stearothermophilus
AH22 lipazinin aktivitesi iizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelemek amaciyla,
Ba**, Mg* , Mn?* | Hg®* , Ni** , Zn®* , Ca®* , Co*, Fe?* ve Cu?* metal iyonlarmmn
kloriir tuzlarinin ve EDTA nin reaksiyon karisimlarinda nihai konsantrasyonlari 0.1, 0.5
ve 1.0 mM olacak sekilde ilave edilerek, optimum sartlar altinda aktivite tayinleri
yapildi. Metal iyonu igermeyen karisimin aktivitesine gore elde edilen sonuglar
kiyaslanarak yiizde kalan aktiviteler hesaplandi (Tablo 18). Hg?* ve Zn*" iyonlar harig
diger katyonlarin enzim aktivitesini farkli miktarlarda artirdigi gozlendi. zZn?*
iyonlarmin 0.1 mM 'lik konsantrasyonunda %26.3, 0.5 mM' lik konsantrasyonunda ise
%37.8 oraminda inhibe ettigi belirlendi. 0.1 mM Hg®* iyonu varhiginda enzim
aktivitesinin %56° sim korurken 0.5 mM Hg?" iyonu varhiginda ise enzim aktivitesinin
%27.8" siini korumaktadir. Benzer sekilde B. stearothermophilus MC 7 lipazi Cu®* ve
Zn**, Co*" ve Hg?' iyonlar tarafindan sirasiyla yaklasik %90, 100, 85, 60 ve 50
oraninda inhibe edilirken ve Ca?" iyonlarimin varliginda ise %10 oraninda aktive
edilmistir (Kambourova vd., 2003). Pseudomonas stutzeri LC2-8 lipazinin Cu®* ve
Zn?* iyonlarmm 1 mM’lik varhginda aktivitesinin %78.1 ve 41.5° ini, 10 mM’ hk
varliginda ise %23.7 ve 5.9 unu korudugu, Mg®*, Co**, Fe** ve Li" iyonlarinin
varhiginda aktivitenin degistirmedigi yada ¢ok az miktarda azaldigi, ca® iyonlarinin
varliginda ise 1 mM i¢in %21.3, 10 mM ig¢in %17.8 oraninda arttig1 rapor edilmistir
(Cao vd., 2012). Lipaz- metal arasindaki iliski ile ilgili Lee ve Rhee (1993) tarafindan
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iki mekanizma Onerilmistir. Buna gore birincisi diger enzimlerde oldugu gibi katalitik
bolgenin direk inhibisyonu, ikincisi ise lipazlar i¢in 6zel olan metallerle iyonize yag
asitleri arasinda kompleks olusumu ig¢in arayilizeyde bunlarin ¢oziliniirliigiiniin ve

davraniglarinin degismesidir.

G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi lizerine bazi anyonlarin etkisini
incelemek amaciyla OH', ClO4, NO,', N3, CN’, CI', B,O7%, C,0,%, NO3, SO,*, SO57,
CH5COO, WO42' ve HSOj3 anyonlarinin sodyum tuzlarmin reaksiyon karigimlarinda
nihai konsantrasyonlar1 0.1, 0.5 ve 1.0 mM olacak sekilde ilave edilerek, optimum
sartlar altinda aktivite tayinleri yapildi. Anyon icermeyen karisimin aktivitesi % 100
kabul edilerek anyon varligindaki aktiviteler % bagil aktivite olarak hesaplandi1 (Tablo
19). CI, NO;" ve CH3;COQ" iyonlarinin varliginda enzim aktivitesinde bir degisiklik
olmadigi, ClO,4 , SO4'2 ve C204'2 anyonlarinin ise aktiviteyi az bir miktarda artirdigi
gozlendi. N3, HSO3, WO,*, CN’, B,O;%, NOs, OH ve SOj iyonlarinin ise benzer

sekilde enzim aktivitesini inhibe ettigi belirlendi.

Inhibe edici baz1 kimyasal maddeler ve bazi deterjanlarin G. stearothermophilus
AH22 lipazinin aktivitesi lizerine etkisini belirlemek amaciyla; serin inhibitorii olan
PMSF, SH-grubu (tiyol grubu) inhibitérii olan p-merkaptoetanol (2ME), katesin,
katekol, propil paraben, p-kumarik asit, 3,4- dihidroksi hidro sinamik ve lipazin bilinen
etkili inhibitori olan orlistat, deterjan olarak da; Triton X-114, Triton X-100, Tween
80 ve SDS kullanildi. Kimyasal ve deterjan igermeyen reaksiyon karigimin aktivitesi %
100 kabul edilerek kimyasal ve deterjan varligindaki aktiviteler ile kiyaslanarak % bagil
aktiviteler hesaplandi (Tablo 20). Ayrica inhibitdr etkisi incelenen orlistat, katesin,
propil paraben, p-kumarik asit ve 3,4- dihidroksi hidro sinamik asite ait 1Csy degerleri
hesaplanarak Tablo 21’ de verildi. Buna gore en etkin inbisyon 6zelligi orlistata ait
oldugu gozlendi. P-merkaptoetanol enzim aktivitesini yaklasik %10 civarinda
artirmigtir. Bunun aksine Pseudomonas aeruginosa PseA, PseudomonasGessardii ve
Bacillus sp. lipazlarmin -merkaptoetanol tarafinadan inhibe edildigi rapor edilmistir
(Gaur vd., 2008; Ramani vd., 2010; Nawani, vd., 2006). Serin inhibitorii olan PMSF °
nin 0.5, 1.0 ve 2.0 mM varliginda enzim aktivitesinin sirasiyla % 69.5, 63 ve 43
oraninda korundugu goézlendi. Bu da biiyiik bir oranda inhibe ettigini gostermektedir.

Bu sonug¢ enzimin aktif merkezinde triptofanin yaninda serin amino asidinin de
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olabilecegini diigiindlirmektedir. Esterazlar ve lipazlarin ¢ogu merkez aktif bolgelerinde
bir serin amino asidi icermektedirler (Fojan et. al., 2000). Ancak lipazlar ara-ylizey
aktivasyonuyla ilgili olarak aktif merkezlerini orten bir kapak yapisina sahiptirler. Bu
nedenle bazi lipazlar PMSF tarafindan inhibe olmaz veya ¢ok az inhibisyon goriliir
(Snellman vd., 2002; Li ve Zhang, 2005; Gaur vd., 2008). Benzer sekilde
Aneurinibacillus thermoaerophilus HZ’dan saflastirilan lipaz 1.0 ve 5.0 mM PMSF
varliginda sirasiyla % 64.9 ve 41.4 oraninda aktivitesini korudugu rapor edilmistir
(Masomian vd., 2013). Yine aym sekilde Aureobasidium pullulans HN2.3 lipaz1 1.0 ve
5.0 mM PMSF varliginda sirastyla %73.1 ve 67.2 oraninda aktivitesini korumustur (Liu
vd., 2008). Ote yandan G. stearothermophilus AH22 lipaz1 aktivitesi iizerinde katesin,
katekol, propil paraben, p-kumarik asit, 3,4- dihidroksi hidrosinamik asit ve orlistatin
inhisyon etkisine bakildiginda ise her bir bilesenin enzimi farkli oranlarda inhibe ettigi
goriilmektedir (Tablo 20). Lipazin bilinen inhibit6rii olan orlistatin 0.004, 0.008 ve
0.012 mM’lik konsantrasyonlarinda enzim sirasiyla %32, 49 ve 54.5 oraninda inhibe
edilirken, bir fenolik bilesik olan katesin 0.05, 0.1 ve 0.25 mM olarak bulundugu
ortamda ise G. stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi sirasiyla % 41, 69 ve 76.5
gibi biiyiik bir oranda inhibe edildi. Diger fenolik bilesiklerin etkisi incelendiginde ise
katekolun 1.0, 5.0 ve 10.0 mM olarak bulundugu reaksiyon karigiminda G.
stearothermophilus AH22 lipazinin aktivitesi sirasiyla % 80, 62 ve 48 oraninda
korunurken, Propil parabenin 0.5, 1.0 ve 2.0 mM varliginda sirastyla % 48.5, 58 ve 71
oraninda, p-kumarik asidin 0.5, 1.0 ve 2.0 mM varliginda % 36, 47 ve 62.5 oraninda
inhibe edilmektedir. 3,4- dihidroksi hidrosinamik asidin 1.0, 2.5 ve 5.0 mM olarak
bulundugunda ise enzim aktivitesi sirasiyla %80, 43 ve 23 oraninda korunmaktadir.
Besin maddelerinin biiyiik bir kism1 6nemli oranda lipid icermekte olup, yaglh bir diette
50-120 g lipit bulunur ve bunun %95 inden fazlasi uzun zincirli yag asitlerinden
olugsmaktadir. Bunlarin sindirimi de lipazlar araciligiyla olmaktadir. Bagirsak liimeninde
trigliserid molekiilleri gastrik ve pankreatik lipazlar tarafindan hidrolize edilerek, iki
molekiil yag asidi ve bir molekiill monogliserit aciga c¢ikarilir. Trigliserit hidroliz
iiriinleri ince bagirsak tarafindan emilir, silomikronlar i¢inde lenf sistemine salgilanirlar
daha sonra ise emilen monomerler epitel hiicrelerinde bagka enzimler tarafindan tekrar
trigliseride  dontstiiriiliir. Sonu¢ olarak lipazlar kismen inhibe edildiginde

monoagilgliserollerin ve serbest yag asitlerinin olusumu 6nlendiginden dietteki yagin
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emilimi indirekt olarak bloke edilmis olur. Bu durum da 6zellikle obezite savagsmak i¢in

tedavi amagcli olarak lipaz inhibitorlerinin dnemini ortaya koymaktadir.

Triton X-114, Triton X-100, Tween 80 ve SDS deterjanlarinin varliginda G.
stearothermophilus AH22 lipazinin genel olarak biiyilk oranda inhibe oldugu
goriilmektedir (Tablo 20). 2.0 mM*® Lk Triton X-114 varhiginda aktivite %67
korunurken, 1.5 Mm Triton X-100" de % 85, 3 mM SDS’de ise bu oran %31’¢ kadar
diismektedir. Bu deterjanlarin farkli oranda varligindaki aktivitelere bakildiginda 10
mM’ lik Triton X-114° de % 47, 7.5 mM’ lik Triton X-100’ de %57, 4 mM’ lik Tween
80’de %45.6, 30 mM’lik SDS’de ise %20 oraninda aktivitenin korundugu
goriilmektedir. 20 mM Triton X-114, 15 mM Triton X-100, 8 mM Tween 80 ve 30 mM
SDS varliginda ise enzimin aktivitesinin sirasiyla %77, 67, 75.5 ve 88’ ini kaybettigi
goriilmektedir. Bu veriler dogrultusunda; bu deterjanlarin ICsq degerlerine bakildiginda
1.2 mM gibi kiiciik bir degerle enzim aktivitesi iizerine en yiiksek inhibisyonu SDS’nin
gosterdigi  gozlendi (Tablo 21). Benzer sekilde literatiir verilerine bakildiginda
Staphylococcus aureus lipazinin SDS (1 mM' da % 23.44 10 mM' da %72.43
inhibisyon) Triton X -100 (1 mM' da %24.52, 10 mM 'da % 29 inhibisyon) ve Tween 80
(1 mM' da %19.21, 10 mM' da %22.05 inhibisyon) ile, Pseudomonas luteola lipazinin
SDS (% 0.01° de % 15, % 0.5’ de % 35 ve % 5° de %100 inhibisyon), Triton X -100
(% 0.01° de % 15, % 0.5 de % 17 ve % 5’ de % 27 inhibisyon) ve Tween 80 (% 0.01°
de % 13, % 0.5’ de 20 ve % 5° de % 61 inhibisyon) ile, Pseudomonas sp. lipazinin
Tween 20 (%0.01° de %83 inhibisyon ), Tween 80 (%0.01° de % 95 inhibisyon), SDS
(% 0.01 de % 74 inhibisyon) ve Sodyum dodesil benzene siilfonat (%0.01° de % 78
inhibisyon) ile, Geoacillus sp. SBS-4S lipazinin ise Tween 20 (% 55 inhibisyon), SDS
(% 95 inhibisyon), Tween 80 (% 58 inhibisyon), ve Triton-X 100 (% 65 inhibisyon)
ile inhibe edildigi rapor edilmistir (Sarkar vd., 2012; Litthauer vd., 2002; Gao vd.,
2000; Tayyab vd., 2011). Bu iyonik deterjanlarin enzimin ii¢ boyutlu yapisini koruyan
kuvvetlerle etkilesime girerek enzimi denatiire ettigi ve bu nedenle enzimin kararliligini
koruyamadigi diislinilmektedir. Diger yandan bu deterjanlarin  daha yiliksek
konsantrasyonlar1 varliginda geri kalan aktivite daha yiiksektir. Bu durumun lipazin ara
yiizey aktivasyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu deterjanlarin yiiksek
konsantrasyonlar1 lipazin ara yiizey alanini genisleterek substratiyla daha rahat

bulusmasini sagliyor olabilir. Son olarak da bu maddeler i¢in, inhibisyon etkisinin bir
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olgiitii olan ICso degerleri hesaplandi ve orlistat, katesin, propil paraben, p-kumarik asit
ve 3,4- dihidroksi hidro sinamik asite ait 1Cso degerleri sirasiyla 0.0085 mM, 0.06 mM,
0.5 mM, 1.25 mM ve 1.7 mM olarak belirlendi (Tablo 21).

Sonug olarak; G. stearothermophilus AH22 susundan lipaz enzimi kismi olarak
saflastirilmis, gesitli substrat varliginda optimum pH ve sicaklik, pH ve 1s1l kararliligi,
metal iyonlar, anyonlar, cesitli deterjanlar ve bazi kimyasallarin etkisi, kinetik bazi
parametreler agisindan incelendi ve ¢esitli organizmalardaki lipazlarla olduk¢a benzer
biyokimyasal 6zellikler gosterdigi belirlendi. Ayrica AH22 lipazinin 1s1l, pH ve metal
kararliliklar1 g6z Oniine alindiginda, lipaz enzimimin kullanildig1 bir¢ok endiistri

alaninda bu enzimin kullanilma potansiyeline sahip oldugu diisiiniilebilir.

98



5. ONERILER

Bu calismada yeni bir termofilik bakteri olan Geobacillus stearothermophilus
AH22 susundan lipaz enzimi kismi olarak saflastirildi ve biyokimyasal o6zellikleri
karakterize edildi. Kagit, deterjan ve tekstil gibi bir ¢ok endiistrinin ihtiyag duydugu
onemli enzimlerden biri olan lipaz {izerine bir¢ok arastirma yapilmakta ve ozellikle 1s1l
kararlilig1 yiiksek olan ekstraseliiler ve intraseliiler lipazlarin {iiretimi i¢in yeni
mikrobiyal kaynaklarin ortaya c¢ikarilmasma onem verilmektedir. Endiistrinin yeni
tiretilen lipazlardan en biiylik beklentisi kolay saflastirilabilmeleri, yiiksek 1s1l kararlilik

gostermeleri ve pH’dan aktivitelerinin etkilenmemeleridir.

Kismi olarak saflastirilan G. stearothermophilus AH22 lipaznin deterjan, kagit,
ilag ve gida endistrileri gibi endistrinin birgok alaninda kullanilabilecegini
distiniilmektedir. Bu amagla, daha sonraki doénemlerde bu enzimin endiistriyel
uygulanmasina yonelik arastirmalar yapilabilir. ~ Ozellikle ilag sanayisi disindaki
alanlarda kullanilan enzimin ¢ok fazla saf olmasi gerekmemektedir. Cilinkii enzimin saf
olmasi maliyetinin ¢ok yiiksek olmasina neden olur. Bu da iiretim maliyetini arttirir.
Son zamanlarda enzim {iiretimini daha verimli hale getirebilmek i¢in yeni teknolojiler
gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlardan biri rekombinant DNA
teknolojisidir. Enzimin endiistriyel boyutta daha fazla iiretilebilmesi i¢in, enzimi
kodlayan gen bolgesi tespit edilip, prokaryot bir organizmaya klonlanabilir. Bu sekilde
enzimin bol miktarda iiretilmesi saglanabilir. Bolge spesifik mutasyonlarla, ¢alismada
saflastirilan enzimin optimum pH degeri 7° den daha asagiya disiiriilebilir ve optimum

sicaklik degeri ve 1s1l kararliligr yiikseltilebilir.

Pekgok endiistriyel, analitik ve klinik siirecte, enzimler substrat c¢ozeltisi ile
kanigtirilirlar ve iirline doniistiirildiikten sonra ekonomik olarak geri kazanilamazlar.
Enzimlerin sadece bir kere kullanilmalari, pahali olmalar1 nedeni ile biiyiilk masraflara
neden olmaktadir. Bu nedenle enzimin immobilize edilerek defalarca kullanimi
endiistriyel islemlerdeki maliyeti azaltacaktir. Boylelikle, saflastirilan enzimin
immobilizasyon sonrasi, enzimin karalilig1 da artacagi icin ileri derecede karakterize
edilebilir ve kararlilig1 artirilabilir. Bu sayede enzimin endiistriyel agidan kullanimi

kolaylagtirilabilir.
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Enzimlerin karakterizasyonunda inhibitér ¢alismalart da biiyiikk Onem arz
etmektedir. Lipazlarda inhibisyon ¢aligmalar1 obezitenin Onlenmesi c¢aligmalarinda
kullanildig1 bilinmektedir. Bilinen inhibitorlerin ve bu ¢alismada kullanilan bilesiklerin
haricinde var olan ya da yeni sentezlenmis bilesiklerin de enzim aktivitesi ilizerine

etkileri incelenebilir.

Ayrica, enzimin elektroforezde saptanan bantlar1 kesilerek, elde edilecek saf
lipazin amino asit sekanslarinin ¢ikarilmasi ve ii¢ boyutlu yapisinin aydinlatilabilir.
Enzimin izoelektrik noktasinin belirlenmesi amaciyla izoelektrik odaklama elektroforezi

yapilabilir.
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